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“A ciéncia infundada gera ateus,
a verdadeira ciéncia leva os homens a se
curvarem diante da divindade”.

Voltaire
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Resumo

O género Anadenanthera € reconhecido pela medicina popular por apresentar um
enorme potencial cicatrizante, no entanto, ainda apresenta questionamentos cientificos
relacionadas a outras indicacdes de tratamento. Este fato nos levou ao presente estudo,
que visou determinar CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e ICsy (Concentragdo
Inibitéria de 50%) dos extratos da casca do caule de Anadenanthera colubrina frente a
micro-organismos multirresistentes e células tumorais. Foi realizada a extracdo de
compostos através da adic@o sucessiva de solventes com polaridade crescente ao extrato
bruto do caule (etanol), iniciando pelo ciclo-hexano, acetato de etila e etanol-dgua (1:1 -
v/v). Foram dosados compostos fendlicos totais e flavonoides. Para a determinacdo da
CIM foi utilizada a técnica de dilui¢do seriada em microplaca revelados com TTC e
para determinacdo da citotoxicidade foi utilizada a técnica do MTT. As fragdes
hidroalcodlica e acetato de etila apresentaram teores de fenois totais de 177,85 e 171,26
respectivamente, e teores de flavonoides totais de 13,48 e 34,16. As linhagens de S.
aureus foram as mais sensiveis as fracdes hidroalcodlica, acetato de etila e ciclo-
hexanica (apresentando CIM com médica geométrica de 62,5; 62,5 e 125,
respectivamente) quando comparados a P. aeruginosa, Shigella sonnei, Salmonella
enterica, Escherichia coli e Candida albicans. A fragdo ciclo-hexanica foi a dnica
fracdo que apresentou atividade citotoxica frente as linhagens de células tumorais HEp-
2 e NCI-H292, com ICs, de 8,45 e 12,87 respectivamente. O potencial de inibicdo da
proliferacdo de células tumorais pela fracio ciclo-hexéanica de A. colubrina observado
no presente estudo abre perspectivas para a sua utilizagdo como medicamento
alternativo no tratamento e controle de neoplasias. Ao mesmo tempo em que a fracao
hidroalcodlica apresenta uma agdo bactericida e fungicida, possuindo assim valor
terapéutico como um agente antibacteriano contra vdrias linhagens de micro-organismos

resistentes aos antibidticos.

Palavras-chave: Anadenanthera colubrina, atividade antimicrobiana, atividade

citotoxica.



Abstract

Folk medicine acknowledged the genera Anadenanthera due to its tissue-recovering
potential. However, indications for the treatment of other conditions are still matter of
scientific approaches. Such fact encouraged us to design this present study, which
aimed to determine the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and the Half Maximal
Inhibitory Concentration (ICsg) of Anadenanthera colubrina bark extract using multi-
drug-resistant microorganisms and tumoral cells. Extraction was carried out through
successive addition of the solvent ordered by increasing polarity compared to the raw
bark extract (ethanol): first, cyclohexane, second, ethyl acetate and third, ethanol-water
(1:1 — v/v). Then, total phenolic compounds and total flavonoids were measured. Serial
microdilution technique by using TCC was performed for the MIC determination and
MTT technique was achieved for the cytotoxicity assay. Test was developed by using
TCC. Ethanol-water and ethyl acetate fractions contained 177.85 and 171.26 of total
phenolic compounds, as well as, 13.48 and 34.16 of total flavonoids, respectively.
Compared to strains of Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, Salmonella enterica,
Escherichia coli and Candida albicans, Staphylococcus aureus revealed to be the most
sensitive strains to water-ethanol, ethyl acetate and cyclohexane fractions (MIC
geometric mean of 62.5; 62.5 and 125, respectively). Only cyclohexane fraction showed
cytoxic activity with ICsy in tumoral cells HEp-2 and NCI-H292 of 8.45 and 12.87,
respectively. It was observed an inhibitory potential on tumoral cells proliferation by the
cyclohexane fraction of A. colubrina. It highlights the perspective of an alternative
medicine for the treatment and control of neoplasia. At the same time, water-ethanol
fraction also showed therapeutic value due to the bactericidal and fungicidal activity

against a wide range of multi-drug-resistant microorganisms.

Keywords: Anadenanthera colubrina, antimicrobial activity, citotoxical atctivity.
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1 APRESENTACAO

A grande preocupagdo com as patologias infecciosas € a resisténcia dos
agentes etioldgicos aos antibidticos e quimioterdpicos usualmente utilizados em seu
tratamento. A resisténcia bacteriana € um problema emergente no ambito mundial e é
responsavel por um importante aumento na morbidade e na mortalidade relacionadas as
doencas infecciosas. Esta resisténcia € a causa de um grande aumento nos custos diretos
e indiretos envolvidos no tratamento das infeccdes, o que as tornam mais severas e
prolongadas, aumentando assim o tempo de internac@o e o afastamento do paciente de
suas atividades (COHEN, 1992).

Apesar das indudstrias farmacéuticas terem produzido um expressivo ndmero
de antibidticos nas dltimas trés décadas, a resisténcia microbiana a essas drogas também
aumentou. Em geral, as bactérias tém a habilidade genética de adquirir e de transmitir a
resisténcia aos agentes antimicrobianos que sdo utilizados no tratamento das doencas
infecciosas (COHEN, 2002; LORIAN, 1996).

Na literatura, alguns casos inspiram preocupagdo, como o crescimento da
prevaléncia de Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, de Enterococcus resistente a vancomicina € de bacilos
Gram-negativos produtores de beta-lactamases. Estes s@o exemplos do crescente
problema da resisténcia antimicrobiana documentado recentemente pelos sistemas de
vigilancia nacionais e internacionais (MIRANDA et al, 2006).

Outro grande problema de saide publica no ambito mundial sdo as doencas
degenerativas como as neoplasias, que sdo definidas como enfermidades multicausais
crOnicas, caracterizada pelo crescimento descontrolado das células (WCRF, 2009). A
prevencdo e o tratamento destas patologias através do desenvolvimento de novos
farmacos tém tomado uma dimensdo importante no campo da ciéncia, uma vez que
recentemente foi apontada como um das causas primordiais de mortalidade no mundo,
juntamente com patologias cardiovasculares (WCRF, 2009; WHO, 1998).

A utilizacdo de extratos vegetais cujas atividades antimicrobiana e
antineoplasica sdo cientificamente reconhecidas, e pode ter um grande significado na
terapéutica, uma vez que constitui uma fonte potencial para solucionar ou minimizar
estes problemas. Intimeros estudos com vegetais superiores estdo sendo desenvolvidos,
em diferentes paises com objetivo de comprovar sua eficidcia farmacoldgica, em

especial a atividade antimicrobiana (SLOWING; CARRETERO; VILLAR, 1994;
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KARLA; CARRETERO; VILLAR, 1994; DE LIMA; MARTINS; SOUZA Jr., 1998;
DORMAN; DEANS, 2000; MURUGANANDAN et al, 2001; JAGETIA; BALIGA,
2002; SHAFI et al, 2002; TIMBOLA et al, 2002; CHANDRASEKARAN;
VENKATESALU, 2004; TEIXEIRA; FUCHS, 2006; MUTHU et al, 2006; BRAGA et
al, 2007; KUMAR et al, 2008) e atividade antitumoral (SCHICK et al, 1989; RIES et al,
1993; MALPEZZI et al, 1995; ALMEIDA et al, 2004; BRINGMANN et al, 2008;
NOGUEIRA et al, 2008; DA SILVA et al, 2009)

Os produtos obtidos a partir de plantas sao reconhecidos por suas substancias
ativas, os metabolitos secundarios como os taninos, flavonoides, alcaloides, terpenos,
esteroides, etc (NASCIMENTO; CHIAPPETA; LIMA, 1990; HAO; BRACKETT;
DOYLE, 1998; DJIPA; DELMEE; QUETIN-LECLERCQ, 2000; NASCIMENTO et al,
2000).

Nos ultimos anos, tem-se verificado um crescente aumento na utilizagao e na
fabricacdo de fitoterdpicos, cosméticos, bem como utilizacdo de matéria-prima para
sintese de substancias bioativas, especialmente firmacos (CRUZ, 1995; OKUNADE et
al, 2004; DREWES; GEORGE; KHAN, 2003; LA CRUZ, 2005).

Segundo informagdes da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), entre 60-
80% da populacdao mundial utilizam medicamentos de origem natural, fazem parte da
chamada terapia tradicional (OMS, 2002).

Um insistente e crescente apelo observado nos dias atuais é a da necessidade
de determinar a seguranca e eficicia da utilizacdo pratica de produtos naturais. A
énfase € dada ao apoio a implantacio de infra-estrutura apropriada para o
desenvolvimento de pesquisa em centros académicos € em outras institui¢des, com
intuito de averiguar acdo dos fitoterdapicos. (OMS, 2006).

Por outro lado, € de amplo conhecimento popular e académico que o Brasil,
possuidor da maior biodiversidade do planeta, apresenta uma imensa flora medicinal
nativa ainda desconhecida ou pouco estudada. Assim, muitos trabalhos tém sido
realizados com os objetivos de isolar e caracterizar o principio ativo das plantas
(PACHTER et al, 1959; FISCH et al, 1955; IACOBUCCI et al, 1964; YAMASATO et
al, 1972; KINGSTON, 2000; VEROTA et al, 2000).

A obtencdo de extratos de plantas com supostas propriedades terapéuticas
tem levado a obten¢do de diversos compostos purificados com acdo farmacolégica bem
definida como ARAGAL (MORETAO et al, 2003), com atividade imunomoduladora e
antineoplésica, e a anadanthoflavona (GUTIERREZ-LUGO et al, 2004).

Weber, C.R.I115
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Nesta conjuntura, o estudo fitoquimico e farmacoldégico do género
Anadenanthera parece oportuno. O gé€nero Anadenanthera pertence a subfamilia
Mimosoideae da familia Leguminosae. Inicialmente proposta por Brenan em 1955,
consistia de quatro espécies, anteriormente incluidas no género Piptadenia devido as
semelhancas morfoldgicas. Em 1964, o pesquisador Altschul em sua revisdo
taxondmica sobre o género Anadenanthera, o considerou composto de apenas duas
espécies, A. Peregrina (L.) Speg. e A. colubrina (Vell.) Brenan, cada uma delas
contendo duas variedades.

A espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Von
Reis Alt., alvo deste estudo, apresenta diversos sindnimos na nomenclatura cientifica,
bem como indmeros nomes populares, dos quais sdao destacados: angico, angico-de-
carogo, angico-vermelho, angico-do-campo, angico-preto, arapiraca, curupai e angico-
de-casca. (ALTSCHUL, 1964).

A. colubrina é uma darvore de caule tortuoso e inerme de 13 até 20 m de
altura. A casca € rica em taninos e uma das mais empregadas pelos curtumes brasileiros.
Dela exsuda abundante goma-resina com aplicag¢des industriais e medicinais, a qual se
destaca pela acdo no combate a bronquites (CORREA, 1984; LORENZI, 1998).

A utilizacdo de produtos farmacéuticos da espécie A. colubrina, como o
medicamento distribuido no Brasil com o nome comercial de Elixir Sanativo®
(Piptadenia colubrina e associacdes), por exemplo, origina-se das propriedades
adstringentes de sua casca. A decocg¢do da casca ralada € utilizada no tratamento de
complicagdes do figado, gonorreia, leucorreia, infeccao dos ovarios e como depurativo
do sangue. O xarope da casca e da resina ¢ administrado por via oral no tratamento da
bronquite e da angina. Também € utilizada em gargarejos e no tratamento da piorreia.
Para dores de cabeca, resfriados e secrecdo pulmonar sdo realizados inalagdes de
quantidades pequenas de sementes previamente secas ao sol, assadas e moidas
(PAULA,1981; MONTEIRO et al, 2006).

Dentre muitos estudos, um se destaca pelo fato de sugerir que extratos da
casca do caule A. colubrina apresentam atividade antioxidante. Estes extratos
apresentam atividade contra o fon peroxila, importantes agentes que intermediam a
peroxidacdo lipidica, danificando assim as membranas celulares, e em conseqiiéncia
desta propriedade, pode desempenhar um papel importante além da atividade de anti-

inflamatoéria desta planta descrita na literatura (DESMARCHELIER et al, 1999)
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A aplicacdo de plantas para curar doencas infecciosas é ampla na cultura
popular (CARLINI, 1983; MOREIRA, 2000), e este fato tem contribuido bastante para
o direcionamento das pesquisas, cujos resultados revelam grande potencial terapéutico,
embora grande parte delas ainda ndo tenha sido estudada. Este afirmac¢do vem endossar
a necessidade de pesquisas direcionadas a obtengdo drogas vegetais que sejam eficazes
e seguras na terapia anti-infecciosa principalmente em se tratando de micro-organismos
multidrogarresistentes (MDR), especialmente em individuos imunocomprometidos
(NASCIMENTO et al, 2000).

Diante deste relato, a presente dissertacdo traz com a realizacdo de estudos
fitoquimico, microbiolégico e andlise de citotoxicidade de fragdes de A. colubrina uma
importante contribuicdo, porquanto referencia mais uma alternativa de compostos
naturais ao tratamento de doencas infecciosas e doecas cronico-degeneraticas como o
cancer, bem como sua aplicagdo futura em produtos de aplicagcdo humana e veterindria.

Baseada no modelo de dissertagdo proporsto pelo Centro de Ciéncias da
Saude, a presente dissertacdo de mestrado estrutura-se em uma ampla revisdo de
literatura e dupla producdo cientifica. A primeira, uma revisdo sistemadtica intitulada
“Anadenanthera colubrina: um estudo do potencial terapéutico” (Apéndice), a qual
aborda uma visdo geral sobre as indicagdes terapéuticas e bioensaios realizados com a
espécie Anadenanthera colubrina até o ano de 2010. Este foi submetida a Revista
Brasileira de Farmdcia (Anexo 2). O segunda producdo cientifica, resultado do trabalho
de pesquisa de 8 meses, € o artigo original intitulado “Atividade antimicrobiana e
citotéxica de extratos da casca do caule de Anadenanthera colubrina” (Capitulo de
Resultados), submetida a revista internacional Letters Applied Microbiology, e € o
artigo cinetifico que contempla todos os resultados da pesquisa obtida a partir do projeto

de dissertac@o submetida ao Programa de Pds-graduacao em Patologia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Patologias Infecciosas

As doencas infecciosas podem ser caracterizadas como processos agudos, de
alta letalidade ou como processos cronicos, capazes de subsistir durante a maior parte da
vida do portador, aparentemente sem produzir maiores prejuizos. Essas doencas
constituem um grupo muito heterogéneo e possuem em comum apenas o fato de serem
ocasionadas por micro ou macroparasitas: agentes etiolégicos vivos, adquiridos em
algum momento pelos hospedeiros a partir do ambiente externo (PIGNATTIM, 2004).
Uma definicdo menos ampla de infeccdo inclui, necessariamente a presenca e
multiplicacdo de organismos, tais como bactérias, fungos, protozodrios, virus e
helmintos em um hospedeiro vivo, com estimulagdo de uma resposta imunoldgica
evidente, podendo ser localizada ou generalizada (KONEMAN, 2008).

As doencas infecciosas t€m seu destaque na histéria da humanidade por
constituirem um grande problema de sadde publica. Maldria, célera, febre tifoide,
hanseniase, peste bubdnica, entre outras, tiveram uma grande incidéncia em todo o
mundo durante todo o século XIX (SA; SOUZA; DINIZ, 1992). A melhoria da
qualidade de vida nos paises do hemisfério norte, bem como os efeitos da Revolugao
Industrial e, particularmente, os fendmenos de urbanizagdo e aceleracdo tecnoldgica,
restringiram essas doencas as “dreas pobres” do mundo, dentre essas as zonas tropicais
(SA; SOUZA; DINIZ, 1992).

As infecgdes estao entre as principais causas de morbidade e mortalidade nas
populacdes dos paises em desenvolvimento desde os tempos remotos (COURO;
CASTRO, 2001). Elas sao importantes causas de mortes prematuras no mundo, com
uma estimativa de 50.000 6bitos por dia, e estdo juntamente com as doengas cronico-
degenerativas como cancer e doengas cardiovasculares entre as patologias de maior
preocupacao mundial (WHO, 2009). No Brasil, o quadro epidemiolégico do inicio da
década atual caracteriza-se pela coexisténcia de doencas cronico-degenerativas (como
cancer, doencas cardiovasculares) e endémicas, e o retorno de velhas doencas
infecciosas (como dengue e tuberculose). Nas ultimas décadas, as doengas infecciosas
tém apresentado valores proximos a 10% do total de internacdes em todo o pais, sendo
estes mais elevados nas Regides Norte e Nordeste (PINHEIRO et al, 2002). As

alteracdes ocorridas no perfil de morbimortalidade, principalmente a partir dos ultimos
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25 anos do século passado, contribuiram para criar uma falsa expectativa de que todo
esse grupo de doencas estaria proximo a extingdo. Entretanto o seu impacto na
morbidade ainda € importante, especialmente aquele produzido pelas doencgas para as
quais nio se dispde de mecanismos eficazes de prevencio e controle (MINISTERIO DA
SAUDE - BR, 2004).

Atualmente, existe outra grande preocupacgdo entre as patologias infecciosas,
o grupo designado de infec¢Oes hospitalares ou nosocomiais. Estas infec¢des sdao
definidas como aquelas adquiridas em hospitais, podendo ocorrer durante, ou ainda, em
decorréncia desta hospitalizacao (VILLAS BOAS; RUIZ, 2005). Os quadros
infecciosos, principalmente em UTI estdo associados ao maior tempo de internagdo,
além da elevacdo da morbidade e da mortalidade. Estas patologias tém um impacto
econdmico importante, pois requerem dos sistemas de saide, um alto investimento para
o seu controle (BURKEIJE, 2003).

Alguns estudos brasileiros avaliaram o impacto das infeccdes em ambiente
hospitalar. Toufen Jr et al (2003) estudaram a prevaléncia de infec¢do nosocomial em
um Hospital Universitirio e encontraram uma alta taxa de incidéncia, aliada ao
predominio de bactérias resistentes a grande parte dos antimicrobianos comumente
utilizados. Pesquisas recentes apontaram como agentes responsaveis por essas infecgoes
os bacilos Gram-negativos como Pseudomonas e cocos Gram-positivos, principalmente
dos géneros Streptococcus e Staphylococcus. A taxa de mortalidade de pacientes com
infec¢cdes nosocomiais, nestes estudos variou de 34,7% até 46,6%. Outro dado
importante revelado pelos mesmos estudos verifica que 65% dos casos de infecgdes
evoluiram para um quadro de choque séptico (SILVA et al, 2004; SALES JUNIOR et
al, 2007). Varios fatores contribuem para a prevaléncia e a dificuldade no controle das
infec¢des, como o aumento do nimero de pacientes imunocomprometidos, o crescente
nimero de procedimentos invasivos, principalmente pela utilizacdo de catéteres,
ventilacdo mecanica, didlises (MUDIM et al, 2003).

O Brasil possui uma populagdo extremamente heterogénea em relagdo as
realidades regionais, incluindo diferentes condicdes de acesso aos servicos de saude
(LISBOA et al, 2007). Agregado a este fato, estd o surgimento de novas doengas ou de
novas formas de manifestacio das doencgas na populacdo, aumento na severidade por
surgimento de novas linhagens de bactérias patogénicas resistentes aos antimicrobianos,
assim como a persisténcia de problemas como a desnutri¢do e doencas endémicas. Essa

situacdo implica manutencdo de estruturas dispendiosas de atencdo médica que
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competem por recursos escassos, os quais poderiam, em caso da ndo-existéncia desses
problemas, vir a serem utilizadas na solucdo de problemas de saide de maior
complexidade, como as doencgas cronicas ndo transmissiveis (MINISTERIO DA

SAUDE - BR, 2004).

2.2 Terapéutica Microbiana

O conceito de que substancias derivadas de um organismo vivo podem
eliminar outros organismos ¢ traduzido por antibiose. Ele é quase tdo antigo quanto a
Microbiologia como uma ciéncia. A aplicagdo da antibioticoterapia, sem que fosse
reconhecida como tal, € consideravelmente antiga. H4 mais de 2500 anos, os chineses
tinham conhecimento das propriedades terapéuticas da “papa mofada” do feijao-soja,
empregada em carbunculos, foliculites e inflamacdes semelhantes. Durante muitos
séculos a literatura médica registrou descricdes dos efeitos benéficos resultantes da
aplicacdo em certas infeccdes, de terra e vdrias plantas muitas das quais eram
provavelmente fontes de fungos e bactérias produtoras de antibidticos (GILMAN;
GOODMAN; GILMAN, 2006). O bolor do pao também era utilizado para o tratamento
de ferimentos pelos antigos egipcios, porém, ainda ndo existia nenhum conhecimento
sobre o que estes fungos continham (BLACK, 2002).

A antibiose, conceito pioneiro, passou a ser investigado as observagdes de
Flemming (1928), o qual percebeu a capacidade de uma linhagem de Penicillium
notatum em inibir o crescimento de Staphylococcus sp. No entanto, somente apds a
descoberta da estreptomicina, feita por Waxmam (1944) a partir de bactérias do género
Streptomyces, ocorreu a introdug¢do do termo antibidtico como sendo uma substancia
quimica produzida por bactérias ou fungos, com capacidade de inibir o crescimento ou
de destruir bactérias. A quimioterapia antimicrobiana teve seu marco com a descoberta
das sulfas, apesar da sua limitada utilizacdo. Apds estas descobertas, outros agentes
antibacterianos como os aminoglicosideos, cefalosporinas, foram sendo isolados e
desenvolvidos (BLACK, 2002).

Mesmo com a descoberta de vérios farmacos utilizados na terapéutica
especifica de patologias infecciosas, uma preocupacdo era notada: a utilizacdo
indiscriminada e prolongada de antimicrobianos sem prescricio médica. Este fato,
dentre outros, trouxe como consequéncia a selecdo de micro-organismos patogénicos

mutantes resistentes a diversos antibidticos e quimioterapicos (CRISAN et al, 1995). O
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problema da resisténcia microbiana € crescente e a perspectiva da aplicacdao de drogas
antimicrobianas no futuro € incerta. Portanto, estudos tém sido realizados para que seja
possivel reduzir este problema, como por exemplo, ressaltar a importancia de controlar
o emprego indiscriminado de antibidticos, desenvolver pesquisas para melhor
compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia e continuar o estudo de
desenvolvimento de novas drogas tanto sintéticas como naturais (BREIMAN et al,

1994; STRAUSBAUGH et al, 1996; NASCIMENTO et al, 2000).

2.3 A Medicina Popular e as Plantas Medicinais

Segundo Oliveira (1985), pode-se conceituar a medicina popular como:
“Conjunto de saberes, técnicas e prdticas de cura, inserido nos aspectos cultural,
histérico e psicossocial de determinada populacdo”. Trata-se de uma pratica que resiste
politica e culturalmente a medicina académica e se diferencia desta em diversos
aspectos: € uma medicina descentralizada e € independente da tecnologia estrangeira e
do imperialismo econémico.

A medicina popular foi recriada no espago urbano através do fendmeno das
migragdes para os grandes centros. Pessoas oriundas do meio rural trouxeram seus
saberes e técnicas de manipulacdo e cultivo de plantas medicinais e se adaptaram as
novas condi¢des de espago e ambiente (AMOROZO, 1996).

A utilizacdo de produtos naturais pelo homem, oriundos da medicina
popular, € tdo antiga quanto sua propria histéria, evoluindo com ele ao longo dos anos.
O uso das plantas se dava tanto para fins nutricionais como para fins terapéuticos,
garantindo a manutencdo da satide humana. Essa utilizagdo durante a historia foi
fundamental para que a producdo de medicamentos desse os primeiros passos. Foi por
meio de tentativas e erros que o homem primitivo adquiriu conhecimentos,
determinando quais plantas poderiam ser utilizadas como alimentos, medicamentos e
quais plantas eram venenosas ou apresentavam algum perigo a saide (AMOROZO,
2002).

Atualmente, nos grandes centros, a medicina popular e as plantas medicinais
compete com a medicina académica e os medicamentos industrializados, podendo
encontrar sua pratica em clinicas, em lojas de produtos naturais, feiras livres, em
nucleos religiosos. Pode-se dizer que estas aplicacdes mantém viva a utilizagdo da

medicina popular, mas ndo a garante as futuras geracdes, uma vez que os detentores
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deste conhecimento, via de regra, ndo o transmitem aos seus descendentes
(AMOROZO, 1996;).

Dentro desta problemdtica, € visivel a necessidade de estudos nesta drea,
pois pode ocorrer a quebra de um ciclo de transmissdo oral desta cultura que ndo esta
nos livros e nem se aprende nas universidades. Mas que € tdo eficiente quanto qualquer
medicamento industrial ou pritica moderna de saide (AMOROZO, 1996; AMOROZO,
2002).

2.4 Fitoterapia

Até o século passado, os medicamentos utilizados eram basicamente a base
de plantas medicinais. O aumento da preferéncia pelos medicamentos industrializados,
depois da revolugdo industrial, devido ao aumento na produciao de compostos sintéticos
(mais puros) e agravados pelo dificil controle de qualidade de extratos vegetais, ndo
durou muito (TOLEDO, 2002). Com o crescente interesse pelas terapias alternativas, as
plantas medicinais voltaram a ser estudadas (RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS,
2005).

Carvalho (2004) define alguns conceitos para o estudo da fitoterapia:
Planta medicinal é a planta selecionada e utilizada popularmente como remédio no
tratamento de doencas. Segundo a OMS (1978) “[...] é toda e qualquer planta que
quando aplicada sob determinada forma, e por alguma via, no homem, é capaz de
provocar um efeito farmacolégico”. A legislagdo em vigor no Brasil define como
conceito de fitoterdpico “[...] aquele medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade. Sua eficicia e seguranca sdo validadas através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentagdes técnico-cientificas em publicagdes ou
ensaios clinicos (BRASIL, 2004).

Os medicamentos fitoterdpicos sdo preparacdes farmacéuticas, tais como,
extratos, tinturas, pomadas e cdpsulas de ervas medicinais obtidas a partir de uma ou
mais plantas, que podem ser utilizadas para o tratamento de varias doencas. Usualmente
as substancias ativas responsdveis pelo seu efeito farmacoldgico sd@o desconhecidas.

Dentre as inimeras vantagens dos fitoterdpicos estdo seu largo uso terapéutico, seu

Weber, C.R.123



Determinagdo da atividade Antimicrobiana e Citotoxica de Anadenanthera colubrina

baixo custo e a grande disponibilidade para a populacdo de baixa renda (CALIXTO,
2000).

Os vegetais sdo excelentes fontes de matéria-prima na busca de novos
farmacos, tendo-se em vista que a diversidade molecular dos produtos naturais é muito
superior aquela derivada dos processos de sintese quimica. A fantdstica variedade e a
complexidade dos metabdlitos biossintetizados pelas plantas sofrem influéncias dos
estimulos ambientais, bastante varidveis de natureza quimica, fisica e bioldgica, sobre a
composi¢do quimica sintetizando moléculas de estruturas complexas e com grande
diversidade de esqueletos e grupos quimicos funcionais (ALVES, 2001; RISSATO;
ALMEIDA; SILVA, 2004). Deve-se ainda ressaltar a importancia de compostos de
origem vegetal na medicina moderna, pois entre 1984 e 1994, dos medicamentos
aprovados pelo Ministério da Saide do Brasil, 6% foram extraidos diretamente de
espécies vegetais, 24% foram produzidos a partir de produtos derivados de vegetais e
9% foram produzidos através da modelagem molecular de estruturas quimicas de
compostos vegetais que serviram de protétipos. No inicio da dltima década, a estimativa
para ela foi que metade dos 25 medicamentos de maior utilizagdo no mundo fosse
originados de metabdlitos secundérios dos vegetais (ALVES, 2001; GARCIA et al,
1996).

No Brasil, assim como em outros paises latino-americanos, a fitoterapia
tornou-se uma alternativa terapéutica econdmica em relacdo aos medicamentos
alopdticos, caracterizando-se pela utiliza¢do direta da planta no tratamento das doencas
(LEHIR, 1985; DI STATI et al, 1994). A biodiversidade brasileira € uma das mais ricas
do planeta, com milhares de exemplares em sua flora, estando o Brasil, entre os sete
paises considerados “mega-diversidades” com cerca de 50% das espécies vegetais do
mundo (NODARI; GUERRA, 2000). Rodrigues e Calini (2002) justificam o titulo de
“mega-diversidade” do Brasil ao fato de ocorrer nele os cinco principais biomas:
floresta amazonica, cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga. Este fato torna o Brasil
foco prioritario de investigacdes farmacoldgicas de novas drogas. Porém, com a
velocidade com que ocorre a extingdo de espécies vegetais (GARCIA et al, 1996), um
nimero muito grande de plantas com propriedades medicinais corre um enorme risco de
desaparecer, mesmo antes de seu valor fitoterdpico ser conhecido, tornando-se urgente

aumentar as pesquisas € os investimentos nessa area.
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2.4.1 Principios ativos naturais

Os principios ativos naturais sdo substancias sintetizadas pelas plantas e
armazenadas durante seu crescimento, porém, nem tudo que é sintetizado possui valor
nutricional. Em todas as espécies existem ao mesmo tempo principios ativos e
substancias inertes (substdncia sem qualquer efeito farmacoldgico ou tdxico). Os
principios ativos concentram-se principalmente nas flores, raizes ou folhas, e de modo
esporadico, nos frutos e nas cascas. Outra caracteristica dos vegetais € que nao
apresentam concentracdes uniformes de principios ativos durante o seu ciclo de vida,
variando com seu habitat, a colheita e a preparacdo (TESKE; TRENTINI, 1997).
Segundo Ferreira (2003) vérias sdo as formas de avaliar a autenticidade de um extrato
vegetal, entre elas, os testes fitoquimicos sdo os mais usados.

Os lipidios, as proteinas, os carboidratos e os dcidos nucleicos, que sdo
comuns as diversas espécies de plantas e sdo essenciais para a manuten¢do das células.
Sio originados do metabolismo chamado primario (SIMOES, 2007). J4 as substincias
produzidas a partir de rotas biossintéticas diversas, e que estao restritas a determinados
grupos de organismos, sdo chamados de metabdlitos secundérios, também designados
por Gottlieb et al (1999) como metabdlitos especiais (PERES, 2009).

Diferente do primdrio, o metabolismo secundédrio ndo é essencial para o
desenvolvimento do vegetal, mas é imprescindivel para a sobrevivéncia de uma espécie
dentro de um ecossistema, viabilizando a adaptacdo do individuo no ambiente,
respondendo pelas relacdes e interacdes entre planta-ambiente (MONTANARI Jr.,
2009). Esses metabdlitos ainda ndo possuem suas funcdes fisioldgicas completamente
elucidadas, no entanto sdo substincias que promovem mecanismo de defesas contra
fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos e animais superiores, além de promover
resisténcia contra os raios ultravioleta (UV) e consequentes alelopatias ou ainda atuando
na competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos que atuam como
polinizadores, dispersores de sementes e micro-organismos simbiontes (HAENEN,
1985; WINK, 1990; MOLINA-TORRES; GARCIA-CHAVEZ; RAMIREZ-CHAVEZ,
1999; MONTANARI Jr., 2002; SOUZA; LORENZI, 2005; SIMOES, 2007; PERES,
2009).

Muitos dos metabdlitos sdo comercialmente importantes para os setores
alimenticio, agrondomico, de perfumaria e principalmente farmacéutico, o qual visa

principalmente o grande ndmero de substancias farmacologicamente ativas (WINK;
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SCHNEIDER, 1990; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005; SIMOES, 2007). A abrangente atuacdo dos metabdlicos secundarios
dos vegetais, desde producdo de substancias farmacologicamente ativas até a
interferéncia na interacdo entre vegetais em um sistema de produc¢do, mostra a
importancia e a necessidade do conhecimento sobre esses compostos. Compreender a
sua atuacdo pode abrir inimeras possibilidades de estudos que direcionem a busca pela
solug@o de importantes problemas enfrentados atualmente como a resisténcia de células
neoplésicas e resisténcia microbiana as drogas sintéticas (SOUZA; LORENZI, 2005).

Os trés principais grupos de metabdlitos secunddrios sdo os terpenos e
esteroides, os compostos fendlicos (o qual estdo inclusos neste grupo o0s taninos,
flavonoides) e os alcaléides (PERES, 2009).

A maior parte dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na
natureza, mas sob forma de ésteres ou de heterosideo. Este fato os confere a
caracteristica de ser solivel em dgua e em solventes organicos polares. Apresentam
facilidade em se complexar a proteinas devido a capacidade de formar pontes de
hidrogénio. Estes compostos contribuem para o sabor, odor e coloracao de diversos
vegetais (SIMOES, 2007; MOREIRA et al, 2002).

Flavonoides sdo compostos fendlicos que ocorrem em plantas superiores,
responsdveis pela coloragdo das flores. Sdo, provavelmente, a maior classe de
metabolitos secunddrios vegetais, e apresentam um amplo espectro de atividades
bioldgicas, atuando como antifator de agregacdo plaquetdria, atividade anti-
espasmddica, entre outras (MOREIRA et al, 2002). O emprego destas substincias ainda
¢ empirico. Embora alguns resultados tenham mostrado que os flavonoides podem
apresentar efeito mutagénico, em geral sdo considerados benéficos (BJELDANES;
CHANG, 1977; VARGAS et al, 1990).

Os heterosideos sdo compostos resultantes da ligagdo covalente formada
entre uma ou mais unidades de aclicar e outra estrutura diferente, chamada aglicona
(SIMOES, 2007). Os heterosidios fendlicos, em geral, sdo compostos sélidos, incolores
e constituem substancias de reserva dos organismos vegetais ou atuam como
estimulantes. Possuem gosto muito amargo e pertencem a uma classe de compostos que
envolvem uma grande diversidade de estruturas. A maioria dos heterosideos tem
aplicacdes terapéuticas por apresentarem atividades analgésicas, anti-séptica, diuréticas,
entre outras (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991; OLIVEIRA; LUCIA; GARCIA,
1993).
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Saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, cujo
interesse farmacoldgico € devido tanto a sua utilizagdo como adjuvante em formulagdes,
componentes ativos em drogas vegetais, com a¢do expectorante e poderosa a¢do no
musculo cardiaco, sendo utilizado também como diurético, tdnico, cardiaco e emético.
A sua atividade mais comum € a capacidade de produzir hemolise (GLAUBERT;
DINGLE; LUCY, 1962; HARUNA et al, 1995). Além das atividades antibacteriana e
antifungica, as saponinas ftriterpénicas apresentam atividades contra outros micro-
organismos como virus (CHAKRABORTY et al, 2002) e protozodrios como
Leishmania infantum (GERMONPREZ et al, 2005), atividade imunomoduladora
realizada em animais de experimentacdo como cdes, camundongos, porcos € primatas
nao humanos.

Tanino € um nome genérico descritivo para um grupo de substancias
poliméricas fendlicas capazes de curtir couro ou precipitar gelatina em solugdo,
propriedade conhecida como adstringéncia. S@o encontradas na maioria dos 6rgaos
vegetais, como casca, caule, folhas, frutos e raizes. Uma de suas acdes moleculares € a
de formar complexos com proteinas através de forcas denominadas “nao-especificas”,
como pontes de hidrogénio e ligagdes hidrofdbicas, assim como pela formacdo de
ligacOes covalentes. Muitas atividades fisiolégicas como a estimulagdo das células
fagociticas e a acdo antitumoral, além de uma larga faixa de atividades antimicrobianas,
tém sido atribuidas aos taninos (COWAN, 1999).

Os alcaloides sdo encontrados em todos os grupos de vegetais e possuem
varias acgOes farmacoldgicas como, por exemplo, antibacteriana, antifingica
(HUFFORD et al, 1980), antitumoral (RIER et al, 1993) antivirais (BOUSTIE et al,
1998), citotoxica (STEVIGNY et al, 2005), antiplaquetdrios (JANTAN; RAWEH;
YASIN, 2006), antimalaricos (LIKHITWITAYAWUID et al, 1993), leishmanicida
(CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001) e atividades tripanocida (HOET et al,
2004). Além disso, eles sdo bons agentes dopaminérgicos que podem ser usados para o
tratamento da doenca de Parkinson, como é o caso da R-(-)-apomorfina (ZHANG et al,
2007).

Como anteriormente explanado, o crescente interesse pelos fitoterdpicos fez
emergir a necessidade de investigacdo destas substincias por meio de estudos
fitoquimicos, farmacoldgicos e toxicolégicos (CRUZ, 1995; OKUNADE et al, 2004;
DREWES et al, 2003; LA CRUZ, 2005). Assim, muitos trabalhos tém sido realizados

com os objetivos de isolar e caracterizar os metabélitos especiais oriundos de plantas,
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bem como identificar os constituintes que possuam atividades biologicas ou
farmacoldgicas (KINGSTON, 2000; VEROTA et al, 2000). Todos estes trazem imensa
evolucdo no tratamento de doencgas pela elaboracdo de fitoterdpicos eficientes. No
entanto, a ideia que os produtos naturais nao inspiram cuidados na sua administracdo ou
posologia por ndo apresentam efeitos colaterais é falsa (CALIXTO, 2000). Para serem
comercializados, € necessario que seus principios ativos passem por testes toxicoldgicos

prévios (DI STATI, 1996; LAPA et al, 2000; RODRIGUES, 2005).

2.4.2 Antimicrobianos de origem vegetal

Com o aumento de micro-organismos resistentes as drogas antimicrobianas
ja conhecidas, vérios extratos de plantas medicinais foram testados, com a finalidade de
se procurar novas drogas com atividades antimicrobianas reconhecidas. Os vegetais
ricos em taninos, flavonoides e polifenois estdo entre os extratos e 6leos essenciais mais
testados para esta atividade.

Os extratos aquosos e acetOnicos de vdrias plantas possuem atividade
antibacteriana e parece estar relacionada ao seu teor de tanino (DJIPA et al, 2000). O
mecanismo de acdo antimicrobiana dos taninos € explicado por trés hipdteses. A
primeira pressupde que os taninos inibem enzimas bacterianas e fungicas e/ou se
complexando com os substratos dessas enzimas; a segunda inclui a acdo dos taninos
sobre as membranas celulares dos microrganismos, modificando seu metabolismo, e a
terceira fundamenta-se na complexa¢do dos taninos com ions metalicos, diminuindo a
disponibilidade de fons essenciais para o metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

Outro importante estudo, desta vez realizado por Rauha et al (2000)
obtiveram resultados efetivos quando confrontaram alguns extratos ricos em
flavonoides e outros compostos fendlicos com bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos, utilizado o método de difusdo em Agar. Ensaios biologicos usando
combinacdes isoladas revelam que os flavonoides exibem uma grande acdo sobre os
sistemas bioldgicos demonstrando ser excelente antimicrobiano frente a bactérias, virus
e fungos (PELZER et al, 1998; MACHADO et al, 2008). Estes efeitos podem estar
relacionados as propriedades inibitdrias que os flavonoides desempenham nos vdrios
sistemas enzimaticos (FERGUSON, 2001; MACHADO et al, 2008)

Ao avaliarem a atividade antimicrobiana de 13 plantas medicinais brasileiras

frente as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, Holetz et al (2002)
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obtiveram resultados das Concentracao Inibitéria Minima (CIM) bastante variados em
10 dos extratos testados. Quando testaram 137 extratos de espécies nativas do semidrido
brasileiro que apresentavam alto teor de taninos e flavonoides, Novaes et al (2003)
obtiveram eficdcia em sete extratos pertencentes as familias Leguminoseae e Rutaceae
contra S. aureus e nenhuma atividade ao testarem todos os extratos contra E. coli. A
acdo antibacteriana de extratos etandlicos de varias plantas indianas medicinais ricas em
flavonoides e taninos, testadas contra bactérias multirresistentes foi comprovada em

estudos realizados por Ahmad e Beg (2005).

2.5 O Cancer

A palavra cancer € de origem latina (Cancer) que significa “caranguejo”, a
qual deve ter sido empregada em analogia entre a morfologia do crusticeo e ao modo de
crescimento infiltrante do tumor (DE ALMEIDA et al, 2005).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2009), Neoplasia ou Cancer
sao nomes dados a um conjunto de mais de 100 doengas que t€ém em comum O
crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e Orgaos,
podendo espalhar-se (metastase) para outras regidoes do corpo. O cancer ¢ uma doenca
em que as células com alteragdes genéticas crescem de forma anormal, invadindo outros
tecidos e perdendo sua fungdo original (FENECH, 2002). Durante a vida do individuo,
as células normais dividem-se rapidamente até atingir a fase adulta do mesmo. J4 as
células cancerosas diferem das células normais, pelo fato de continuarem a crescer e se
dividir, ndo obedecendo ao controle biolégico natural do organismo (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Dividindo-se rapidamente, estas células adquirem novas
caracteristicas genéticas que as tornam mais agressivas, determinando a formacao de
tumores primdrios ou neoplasias malignas ou cancer, com propriedades de invasdo e
destruicio do tecido adjacente, bem como de metastatizacio (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; INCA, 2009).

As causas primdrias ainda ndo estdo muito bem esclarecidas, mas as
neoplasias surgem devido as mutagdes genéticas espontaneas ou induzidas por agentes
indutores de patogé€nese como metais, radiagdes, radicais livres do oxigénio,
inflamacdes cronicas e xenobidticos (tabaco, dlcool, pesticidas, etc.) entre outros que
promovem desordem no ciclo de multiplicacdo celular, ocorrendo excesso na taxa de

proliferacdo e deficiéncia nas taxas de morte celular. Este processo culmina com a
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formacdo de agrupamentos de clones de células neoplésicas, isto é, tumores (FERRARI;
TORRES, 2002). Em suma, uma célula normal transforma-se em células cancerosas em
decorréncia de uma ou mais mutacdes no seu DNA, as quais podem ser congénitas ou
adquiridas (RANG, 2004).

O cancer ¢ um importante problema de saide publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo responsavel até o ano de 2004 por mais de
seis milhdes de dbitos por ano, representando cerca de 12% de todas as causas de morte
no mundo. Embora as maiores taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em
paises desenvolvidos, dos dez milhdes de casos novos anuais de cancer, cinco milhdes e
meio sdo diagnosticados nos paises em desenvolvimento (WHO, 2002)

O processo global de industrializacdo, ocorrido principalmente no século
passado, conduziu a uma crescente integracdo das economias e das sociedades dos
varios paises, desencadeando a redefinicdo de padrdes de vida com uniformizagdo das
condi¢Oes de trabalho, nutricdo e consumo (WATERS, 2001). Paralelamente, deu-se
uma significativa alteracdo na demografia mundial, devido a reducdo nas taxas de
mortalidade e natalidade com aumento da expectativa de vida e envelhecimento
populacional. Este processo de reorganizacao global determinou grande modificacao
nos padrdes de saide-doenga no mundo. Tal modificacdo, conhecida como transi¢ao
epidemioldgica, foi caracterizada pela mudanga no perfil de mortalidade com
diminui¢do da taxa de doencas infecciosas e aumento concomitante da taxa de doencas
cronico-degenerativas, especialmente as doencgas cardiovasculares e o cancer. Esta
transformacdo do perfil epidemioldgico das populacdes vem tornando-se, ao longo dos
anos, cada vez mais complexa e de dificil entendimento, em fun¢do do aparecimento
de novas doencas e o ressurgimento de antigos agravos a saide - Aids/HIV, maldria,
dengue, tuberculose, entre outros - no cendrio da satide publica mundial (GUERRA et
al, 2005).

As previsOes mais otimistas estimam que a incidéncia do cancer chegue a
489.270 casos novos de cancer para os anos de 2010 e 2011, somente no Brasil (INCA,
2009). A incidéncia, a distribui¢do geografica e o comportamento de tipos especificos
de canceres estdo relacionados a multiplos fatores, incluindo género, idade, raga,
predisposicdo genética e exposicdo a carcindgenos ambientais (BRASIL, 2002). Os
agentes ambientais possuem um papel mais proeminente na etiologia das mutacdes
devido a introdug¢do indiscriminada de novos produtos quimicos sintéticos

(BOFFETTA; FREDRICK, 2003).
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Nesta conjuntura, os ultimos anos trouxeram um aumento no interesse de
investigacdo da atividade antitumoral de produtos naturais. Além do aumento nos novos
casos de cancer e o grande ndmero de aplicacdes farmacoldgicas de substancias naturais
oriundas de plantas, o limitado efeito dos medicamentos sintéticos em doencas cronicas
tem estimulado a pesquisa de plantas medicinais como alternativa terapéutica ao
tratamento de neoplasias, com resultados bastante satisfatérios (RATNER; BRYANT,
2004; KIDD, 2000; ALVES et al, 2004).

2.6 Agentes antitumorais vegetais

Na tentativa de evitar a evolucdo do cancer, existem trés tipos principais de
tratamento: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Com o objetivo de erradicar o cancer,
normalmente se utiliza mais de um tipo de tratamento. A massa tumoral originada a
partir de um unico clone celular € constituida por uma populacdo de células
heterogéneas. As subpopulacdes de células diferem em relagdo a vérios atributos
fenotipicos, como caridtipo, responsividade hormonal e suscetibilidade a agentes
antineoplésicos. Por exemplo, tumores com baixa fracdo de crescimento como o cancer
de mama e de colo do tutero possuem uma menor suscetibilidade a quimioterapia, bem
como a auséncia de antigenicidade das células proporciona uma maior resisténcia ao
ataque imunolégico (KUMMAR et al, 2004; DE ALMEIDA et al, 2005 ). Assim, no
ambito da quimioterapia, cujo objetivo primdrio é destruir as células neopldsicas
preservando as células normais, apesar do considerdvel arsenal de drogas ja existentes
para o tratamento do cincer, em muitos casos, o sucesso terapéutico nio € alcancado por
causa de falhas nos esquemas terapéuticos, altos indices de recidivas e redugdo da
sobrevida. Como os agentes quimioterdpicos em sua maioria possuem um mecanismo
de acdo nao especifico, lesando células neoplasicas e normais, o aparecimento de efeitos
colaterais como néuseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infec¢des, torna-se
comum (SALMONM, 1998; NEWMAN; CRAGG, 2007).

Ainda que o organismo se recupere apds o tratamento, faz-se necessario que
os beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de um indice terapéutico
favoravel, uma vez que este reflete a seguranca relativa de um medicamento. O
desenvolvimento de novos farmacos exige uma completa investigacdo da eficicia e

seguranca das substancias por elas estudadas. O potencial de risco e beneficio dessas
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substancias € cuidadosamente considerado, de modo que os beneficios do uso da nova
molécula superem os efeitos colaterais existentes (KRISHNA et al, 1998).

As primeiras observacdes de regressao tumoral induzida por farmacos datam
do inicio da década de 1940 e foram feitas com as mostardas nitrogenadas. Com o
passar do tempo, novos farmacos quimioterdpicos foram adicionados ao arsenal da
terapia antineopldsica. No entanto, a pesquisa com plantas como fonte de agentes
antitumoral somente iniciou-se na década de 1950 com o descobrimento e o
desenvolvimento de alcaloides diméricos da planta pervinca (Vinca rosea Linn.), como
a vimblastina , vincristina, vinleurosina, vinrosidina e o isolamento das podofilotoxinas.
Apesar de maior atividade antitumoral e menor toxicidade, o fundamento racional da
acdo dessas novas moléculas estava baseado em conceitos relativamente antigos do
ciclo celular. A acdo se caracterizava por interromper ou perturbar etapas importantes
de proliferacdo celular, levando as células em fase de duplicagao a morte (SAMPAIO
FILHO et al, 2006).

Como resultado, o Instituto de Cancer dos Estados Unidos (NCI) iniciou
uma extensa colecdo de plantas em 1960, focada principalmente nas regides
temperadas, estendendo-se mais tarde, 1986, a uma nova colecdo de plantas e outros
organismos, desta vez oriundos de regides tropicais e subtropicais (CASSADY;
DOUROS, 1980; CRAGG; NEWMANN, 2005).

Isso levou ao descobrimento de vérios quimiotipos (Tabela 2.1) com
atividades citotéxicas como os taxanos e camptotecinas. Atualmente uma nova geragao
de farmacos tem-se desenvolvido rapidamente. Esses agentes, atuando na membrana
celular ou no ambiente intracelular, induzem a morte da célula neopldsica com pouco ou
nenhum efeito deletério sobre outras células. Fazem parte dessa nova classe, farmacos
como anticorpos monoclonais, inibidores da enzima tirosino-quinase, entre muitos
outros (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Hoje, as plantas constituem uma importante fonte de compostos para a
terapia do cancer e cerca de 60% dos agentes antineopldsicos utilizados na clinica,
sejam as moléculas puras ou derivados sintéticos ou semi-sintéticos, sdo obtidos de
fontes naturais, incluindo as plantas, organismos marinhos e microorganismos

(CRAGG; NEWMAN, 2005; NEWMAN; CRAGG, 2007).
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Tabela 2.1 — Agentes antineoplasicos de origem vegetal utilizados clinicamente.

Planta de Origem

Principio ativo

Mecanismo de acao

Inibi¢do da enzima Topoisomerase I

Campthoteca acuminata Camptotencina (DA SILVA et al, 2003)
. . Inibicdo da enzima Topoisomerase I
Derivado da camptotencina Topotecano (DA SILVA et al, 2003)
. . . Inibicdo da enzima Topoisomerase I
Derivado da camptotencina Irinotenaco (LI et al, 2006)
Catharantus roseus Vimblastina Inibigao do fusocgﬁltl(;trli(;’ :;égg;:p endo a divisao
Vinca rosea Vincristina (DE ALMEIDA et al, 2005)
7?: ;Ll:sscl;r:c‘:ldfi%?s Paclitaxel Impede a despolimerizacao da tubulina
(SOUZA, 2004)
Taxus baccata
Conversdo semi-sintética do Docetaxel Impede a despolimerizag@o da tubulina
taxol (SOUZA, 2004)
Podophyllum pelatum . . Bloqueio das fases.S e G, dp ciclo celular e inibi¢do da
Podophyllum emodii Podofilotoxina enzima topoisomerase I1
(DE ALMEIDA et al, 2005)
Derivado semi-sintético da o . .
epipodofilotoxina (isdmero Etoposideo Inibigdo da enzima Topoisomerase II
p . . (McCLENDON; OSHEROFF, 2007)
da podoxfilotoxina)
Derivado semi-sintético da o . .
epipodofilotoxina (isdmero Tenoposideo Inibigdo da enzima Topoisomerase II
pip xna (1 (McCLENDON; OSHEROFF, 2007)
da podoxfilotoxina)
. . . Intercalacdo com o DNA
Bleekeria vitensis Elliptinum (DUGUE: AUCLAIR: MEUNIER, 1986)
Inibi¢do da sintese de proteinas e inducdo de
Cephalotaxus harringtonia ~ Homoharringtonina diferenciacdo

(KANTARJIAN et al, 2001)

Entre as varias indicagdes terapéuticas, a vincristina € a vimblastina sdo

importantes agentes clinicos para o tratamento de leucemias, linfomas e cancer
testicular. A vinorelbina tem atividade contra o cancer de pulmdo e de mama
(ROWINESKY; DONEHOWER, 1995).

O paclitaxel, isolado pela primeira vez da casca do teixo ocidental em 1971
(WANI et al, 1971), exibe a¢des farmacoldgicas tnicas como o inibidor de mitose,
diferindo dos alcaloides da pervinca por promover a formacdo de microtibulos ao invés
de inibir. Esta droga foi aprovada, apds estudos clinicos, para o tratamento de cancer
ovariano, e atividade promissora contra cancer de mama, pulmao, es6fago, cabeca e
pescoco (ROWINESKY; MCGUIRE; DONEHOWER, 1993; ROWINESKY;
DONEHOWER, 1995).

A podofilotoxina, extraida da planta popularmente conhecida como
mandrdgora (Podophyllum pelatum, Podophyllum emodii) era usado pelos indios por

possuir efeito emético, catarticos e anti-helminticos. Dois glicosideos semissintéticos do
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principio ativo podofilotoxina foram elaborados, e mostraram significativa atividade
terapéutica frente a diversas neoplasias como leucemia, carcinoma de pulmao, tumores
testiculares, doenca de Hodgkin e linfomas. Estes derivados sdo denominados etoposida

(Vepesid VP-16-213) (POMMIER; FESEN; GOLDWASSER, 1996).

2.7 Ensaios in vitro

2.7.1 Cultivo de células e tecidos

A necessidade de criar modelos experimentais fora do organismo vivo
representou uma forma de adiantar resultados de modo a respeitar os conceitos éticos da
medicina, além de respeitar os dogmas socio-culturais existentes. Em relagdo as
vantagens desenvolvidas, o processo representou uma maior economia, rapidez,
seguranga, além de um progresso cientifico e tecnoldgico (BELLAMY, 1992).

Iniciado no século XIX, o modelo in vitro nasceu da necessidade de se
estudar, de forma mais detalhada, os tecidos e 6rgdos em suas unidades. O objetivo foi o
de se reproduzir as condigdes existentes in vivo que permitissem o crescimento, em
cultivo, de células normais e tumorais (CARVALHO, 1996; FRESHNEY, 2000).

O primeiro experimento com cultura de tecido organizado foi feito por
Wilhelm Roux, em 1885, que isolou e manteve em solugdo salina aquecida, placas
medulares de Galindceos. Dois anos depois, em 1887, J. Arnold cultivou leucécitos
artificialmente. Em 1898, C. A. Ljunggren manteve, durante algumas semanas,
fragmentos de pele humana em liquido ascitico. J. Jolly, em 1903, completou estudos
mais detalhados relacionados a sobrevivéncia celular e divisdo de leucdcitos fora do
organismo original. Hanau, em 1889, obteve o primeiro transplante homélogo de tumor
animal espontaneo e Jensen, em 1903, relatou que um tumor espontineo de roedor
poderia ser cultivado por sucessivas geracdes (PARKER, 1961; WASLEY; MAY,
1970; ASSIS et al, 2002). Carrel e Burrows (1911) iniciaram a manuten¢ao em cultura
com nutricdo adequada, fibroblastos de embrido de Galindceos e tumores in vitro,
auxiliado por Ealgle (1955) e Hirschberg (1958), que também se dedicaram ao estudo
dos requerimentos nutricionais para células animais.

Hoje, testes in vitro t€ém ampla utilizacdo na pesquisa relacionada a atividade
citotoxica de produtos de origem natural e/ou de sintese (BELLAMY, 1992;
CARVALHO, 1996).
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2.7.2 Linhagens de células neopldsicas (HEp-2 e NCI-H292)

Atualmente, gracas aos progressos tecnoldgicos alcangados, podemos
cultivar, em laboratdrio, uma gama de células normais (FRESHNEY, 2007) e também
células tumorais (EAGLE, 1995). Diversas linhagens multiplicam-se in vitro
facilmente, apresentando grande nimero de células uniformes. Dentre elas, a linhagem
NCI-H292, derivada da metastase de nddulos linfiticos de carcinoma muco-
epidermoide pulmonar. Estas células foram isoladas em um meio definido
quimicamente (HITES - inicialmente contendo cinco fatores de suplementacdo para o
crescimento: hidrocortisona, insulina, transferrina, estradiol e selénio), com posteriores
adaptacOes para crescimento em meio suplementado com soro (SIMMS et al, 1980).
Novos registros afirmam que esta linhagem originou-se de fragmentos sub-gendmicos
transfectados no interior de células humanas em estudos com HBV — virus da Hepatite
B, e seus genes individuais na patogénese do cancer de figado e hepatite viral (GOLDIN
et al, 1979; GIULIANI et al, 1979; FAVARO et al, 1990; MORIER et al, 1996).

Além desta, a linhagem HEp-2 (Human Epidermoide Cancer Cells) é
bastante utilizada. Sao células derivadas de um tumor primario de laringe humana. Elas
foram observadas inicialmente em 1952 por Moore, Sabachewsky e Toolan (1955) a
partir de tumores que tinham sido produzidos em ratos irradiados e tratados com
cortisona, recém desmamados, apds a inoculacdo com tecido carcinoma epidermoide de
laringe de um homem de 56 anos de idade. A linhagem HEp-2 € caracterizada pela alta
resisténcia, uma vez que resiste a mudangas nutricionais, ambientais e de temperatura
sem perda de viabilidade (TOOLAN, 1954). Estas células forneceram suporte ao
desenvolvimento de 10 das 14 arboviroses (BEARD,1957) e virus do sarampo
(BLACK; MELNICK; REISSIG, 1956), e tem sido utilizado em ensaios de
citotoxicidade, atividade antineoplasica de farmacos (PLAERMO; SOVADINOVA;
KURODA, 2009; VARAMINI et al, 2009; MOO-PUC; ROBLEDO; FREILE-
PELEGRIN, 2009; CHENG et al, 2010; DOS SANTOS et al, 2010; LI et al, 2010;
FAHMY et al, in press 2010).

Assim, sob a conjuntura exposta, é possivel relatar que cultura de tecidos
tem, ao longo da histdria, ajudado a conquistar avancos biotecnoldgicos e cientificos, na
inddstria farmacéutica, na agroindistria e na pecudria, na engenharia genética e
orientados estudos em biologia molecular, mostrando-se como uma alternativa a

modelos em animais (BELLAMY, 1992; CARVALHO, 1996).
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2.7.3 Importancia e vantagens dos ensaios “in vitro”

Uma droga ideal para o combate ao cancer seria aquela toxica para células
cancerosas, mas pouco prejudicial as células normais. Em sua maioria, as drogas
antineoplésicas s@o bastante lesivas para o organismo que a recebe, fato que justifica a
validade dos ensaios de citotoxidade como triagem preliminar (FAVARO et al, 1990).

Um fator primordial para verificar a aplicacdo farmacolégica de uma
substancia fitoterdpica é a realizacdo de uma andlise comparativa entre a atividade
biologica e a toxicidade desta substincia. Existe uma tendéncia normativa que
condiciona a liberacdo de novas drogas, cosméticos, aditivos alimentares e outras
matérias primas a exaustiva bateria de testes de toxicidade (FRESHNEY, 1994; MELO;
DURAN; HUAN, 2001)

Testes in vivo aplicados a cancerologia experimental t€ém sido os mais
recomendaveis, apesar de serem dispendiosos, com respostas ndo muito rapidas. Os
ensaios in vitro eliminam estes problemas, mas exigem confirmacgdo in vivo. Nao
obstante, a necessidade da resposta in vivo, os testes in vitro auxiliam a triagem de
substancias naturais com potencial ag¢do antineopldsica. Estes ensaios permitem a
andlise de um grande nimero de amostras, viabilizando a localizacdo dos principios
ativos em determinadas fracdes obtidas durante o processo de extracdo de produtos de
origem natural (FAVARO et al, 1990; RODRIGUES, 2001;FRESHNEY, 2005)

Atualmente, um dos debates éticos em ampla evidéncia estd relacionado ao
uso de animais em experimentos laboratoriais. Adicionalmente, além da questdo ética,
existe um fator financeiro envolvido nos estudos de toxicidade in vivo. Uma das
solucdes para essa problemadtica sugere a realizacdo de ensaios de toxicidade in vitro,
fortemente recomendados para a realizacdo da fase preliminar de testes, com o intuito
de predizer o potencial toxico de uma substincia, utilizando-se, posteriormente, um
menor nimero de animais experimentais (FRESHNEY, 1994; MELO; DURAN;
HAUN, 2001). O sistema permite a andlise imediata do impacto destes compostos sobre
a célula, fornecendo respostas rapidas, importantes na selecdo destes novos farmacos
(BELLAMY, 1992; CARVALHO, 1996), bem como fornece andlise do impacto de
diferentes produtos ao mesmo tempo, reduzindo o uso de animais de experimentacao,
além de permitir observar o poder mutagénico dos farmacos em células de mamiferos
(EVANS et al, 1984; ISHIDATE; HARNOIS; SOFUNI, 1988; AGUILAR-
SANTAMARIA et al, 2007).
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Espera-se que, se um produto produz efeitos deletérios in vitro, em
diferentes linhagens celulares, algum efeito deve ser previsivel quando o produto for
utilizado no animal. Outra grande vantagem ¢ a disponibilidade atual de uma grande
variedade de linhagens em bancos de células, possibilitando maior acesso a utiliza¢do
de modelos in vitro (CHU, 1995).

Embora modelos desenvolvidos em computadores, animais inferiores,
orgdos isolados ou culturas celulares, todos apresentam grande limitagdo e, em grande
parte, ndo podem ser considerados alternativas satisfatérias, nem razodveis, para
substituicdo dos testes com animais. Conquanto alternativas vidveis e substitutivas ao
seu uso devam ser continuamente buscadas, torna-se imperativo adotar dispositivos
regulamentares licidos e realistas que garantam a continuagdo da utilizacao de animais
no ensino e na pesquisa cientifica. Tudo isso por que a pseudomoralidade muitas vezes
utilizada como subterfigio para tentar diminuir a grandiosidade do incontestivel
conhecimento advindo da experimentacdo com animais, ndo pode negar que eles
prestaram e prestam grandes beneficios a humanidade. Atualmente, os animais sdo
utilizados nos processos do ensino e da pesquisa cientifica e, com o conhecimento que
dispomos até entdo, eles continuam sendo indispensaveis a essa pratica (MARQUES et

al, 2005).

2.7.4 Citoxicidade

Toxicidade € um evento complexo expresso em um largo espectro de efeitos,
que variam desde simples morte celular até mudancas metabdlicas complexas como
neuro, hepato e/ou nefrotoxicidade, onde nao ha morte celular necessariamente, mas sim
alteracdes funcionais. Devido a essas consideracdes, os ensaios de citotoxicidade in
vitro devem abranger diversos pardmetros que avaliem diferentes alvos celulares
(ROGUET et al, 1993). Estudos in vitro fornecem importantes ferramentas para ampliar
os conhecimentos sobre os efeitos citotoxicos causados por agentes quimicos e para
estimar estes efeitos in vivo (EISENBRAND et al, 2002).

Alguns testes, como por exemplo, a andlise de incorporacdo do corante
vermelho neutro (2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de fenanzina), a reducdo do
MTT [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio)], a exclusdo do azul
de tripan, o contetido de 4cido desoxirribonucleico (DNA), e a atividade das fosfatases,

tém adquirido atenc@o considerdvel como indicativos de citotoxicidade. Estes ensaios
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fornecem informagdes sobre diferentes fungdes ou compartimentos celulares (RENZI;
VALTOLINA; FORSTER, 1993).

Um dos procedimentos largamente utilizados para avaliar a citotoxicidade é
o ensaio de reducdo do MTT. O MTT € um corante amarelo, que é reduzido por células
que mantém a integridade mitocondrial para um composto azul (formazan), insoldvel
em solucdo aquosa. Nesse caso, a funcdo metabdlica celular € avaliada através da
reducdo enzimdtica do MTT, principalmente pela enzima mitocondrial succinato
desidrogenase (SLATER et al, 1963), obtendo-se informacdes sobre a integridade
funcional dessa organela. Somente células vidveis reduzem o MTT para o formazan, e
portanto, a quantidade de formazan produzido é proporcional ao nimero de células
vidveis presentes (DENIZOT; LANG, 1986; MOSMANN, 1983).

Muitos ensaios utilizam a Artemia salina (um microcrusticeo de agua
salgada) para comprovar citotoxicidade numa investiga¢ao primaria (LUNA et al, 2005,
BRASILEIRO, 2006). No entanto, a atividade citotéxica de novas drogas em células de
linhagens tumorias ainda tem importancia primordial para e sua investigacdo

farmacologia.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Realizar estudos fitoquimico, microbioldgico e citotoxico in vitro dos extratos da
casca do caule de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Von

Reis Alt.

3.2 Objetivos Especificos:

3.2.1 Identificar as principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nas cascas do caule de A. colubrina;

3.2.2 Obter fracdes ciclo-hexanica, acetato de etila e hidroalcéolico a
partir do extrato etandlico bruto das cascas do caule da A. colubrina;

3.2.3 Determinar a concentracdo de fenois totais e flavonoides nas
fragdes hidroalcodlico e acetato de etila da casca do caule de A. colubrina;

3.2.4 Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das fracdes
ciclohexanica, acetato de etila e hidroalcdolica da casca do caule de A. colubrina, frente
a bactérias multirresistentes e de colecao: Staphylococcus aureus (n=10), Pseudomonas
aeruginosa (n=10), Shigella sonnei (n=5), Salmonella entérica (n=4) e Escherichia coli
(n=1), e sobre 10 cepas de Cdndida albicans;

3.2.5 Determinar in vitro a atividade citotoxica dos extratos da casca do
caule de A. colubrina frente a duas linhagens de células neopldsicas: carcinoma de

pulmdo (NCI-H292) e células derivadas de tumor primério de laringe (HEp-2).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico:

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) von reis Alt.
foi coletada na Fazenda Jatobd, Municipio de Serra Talhada — PE(07°59'31"S-
38°17'54"W) em fevereiro de 2009. Identificada pela equipe de botanicos do herbario
pertencente ao Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural de
Pernambuco com exsicata tombada sob n°® PE UFR-49643. A madeira foi desidratada
em temperatura ambiente por 15 dias (Simdes et al, 2007; ROBBERS, SPEEDIE e
TYLER, 1997). O material vegetal utilizado na pesquisa foi a casca do caule, que foram
moidas para a obtencdo do pé com granulometria diminuta, posteriormente pesado e

acondicionado em saco pléstico até a preparacdo dos extratos.

4.2 Obtencao das fracoes e estudo fitoquimico:
A producdo de extratos, bem como o estudo fitoquimico de A. colubrina foi
realizado no Laboratério de Fitoquimica no Departamento de Antibidticos da UFPE,

sob a supervisdo da Prof®. Dr. Marcia da Silva Nascimento.

4.2.1 Obtengdo das Fragoes

A extracdo foi realizada com uma massa inicial de 265,3g da casca do tronco
de A. colubrina pulverizada e adicionando-se a ela 2 litros de etanol a 95% (EtOH), por
um periodo 20 dias, sendo realizadas trocas do solvente em dias alternados durante esse
periodo. Este procedimento foi realizado a temperatura ambiente e sob protecao da luz
(Figura 1). O extrato bruto etandlico foi concentrado em evaporador rotativo e seu

rendimento calculado.

Casca do caule

(265,3 )

Extracdo com EtOH (2L)

Residuo Extrato etandlico

Figura 4.1 - Obtencao do extrato bruto etandlico
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Posteriormente, o extrato etandlico foi dissolvido em Etanol/H,0 1/1 v/v e
realizado uma extracdo liquido-liquido primeiramente com ciclohexano (C¢Hj2) € em
seguida com acetato de etila (AcOEt), com auxilio de um funil de separacdo. As fracdes
obtidas foram concentrados em evaporador rotativo e seus rendimentos calculados

(Figura 4.2).

Extrato bruto etandlico

Dissolvido em Etanol/H,0 (1/1) v/v
Adicionado ciclo-hexano

Fase organica Fase hidroalcoolica
1 Fracao Extrato etandlico
ciclohexanica dissolvido em Etanol/H20
¢ Adicionado Acetato de etila
Bioensaio
Fase orgénica Fase hidroalcodlica
Fracao acetato Fracao etandlico
de etila dissolvido em Etanol/H»0
2 ¢ 3 ¢
Bioensaio Bioensaio

Figura 4.2 - Protocolo panoramico de obtencdo das fracdes ciclohexanica e acetato de etila.

4.2.2 Abordagem Fitoquimica da Casca do Caule

Foi realizada andlise qualitativa das principais classes de compostos
presentes na casca do caule de A. colubrina. Os ensaios foram realizados seguindo as
metodologias descritas por Costa (1982), Schneider (1990) e Dominguéz (1973), para

identificar as principais classes de metabdlitos secundarios (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Testes de identificacdo das principais classes de compostos fitoquimicos.

Classes de Compostos Testes
Saponina Espuma (COSTA, 1982)
Taninos Cloreto Férrico (SCHNEIDER, 1990)
Alcaloides Dragendorff, Meyer (DOMINGUEZ,1973)
Flavonoides Shinoda, oxalo-bérica (DOMINGUEZ,1973)
Terpenos e Esteroides Liebermann-Buchard (COSTA, 1982)

Weber, C.R.143



Determinagdo da atividade Antimicrobiana e Citotoxica de Anadenanthera colubrina

4.2.3 Ensaios quantitativos especificos
4.2.3.1 Determinacdo de Fenois totais

A determinacdo do teor de fenois totais presente nas fragdes hidroalcdolica e
acetato de etila obtidas da casca da espécie em estudo foi realizada por meio de
espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteau descrito
por Folin e MacCallum (1912).

Para este ensaio foi pesado 11,40 mg da fragc@o hidroalcéolica e 235,5 mg da
fracdo acetato de etila, ambos obtidos de 1g da casca do caule e adicionados a 30 mL
de um sistema composto por metanol/dgua (8:2 v/v). Estas preparacdes tiveram seus
volumes reduzidos em evaporador rotativo até a eliminacdo do metanol. Em seguida,
uma aliquota de 50 pL de cada fracdo foi coletada e diluida em 25 mL de dgua
destilada. Logo apds, dessas novas solucdes, foram retiradas aliquotas de 500 puL para
os tubos de ensaio e a estes tubos foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau 10% e 2,0 mL de carbonato de sédio 7,5%.

A solugdo de referéncia (controle) foi composta por uma mistura do regente
de Folin-Ciocalteau 10% ( 2,5 mL) com Na,COsz a 7,5% (2,0 mL) e 500 pL de dgua
destilada.

Todas as preparacdoes foram aquecidas banho-maria a 50°C por 5 minutos e
em seguida analisadas em um espectrofotometro UV/visivel Hewlett Packard - HP-
8453E em comprimento de onda de 760 nm. Este ensaio foi realizado em triplicata.

A concentracdo de fenois totais foi determinada por interpolacdo da
absorbancia da amostra tendo como base a curva de calibragdo construida com padrdes
de Acido Galico monohidratado (MERK, Darmstadt — Alemanha. Grau de pureza 98%),
nas concentracdes de 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL. O resultado foi
expresso como mg de EAG (equivalente de Acido Galico) por g da fracdo. A
concentracdo de fenois totais na amostra foi determinada através da equacdo da reta,

obtida da curva padrio do Acido Gélico.

4.2.3.2 Determinacao de flavonoides
A determinagdo da concentrac¢do de flavonoides foi realizada de acordo com
a metodologia de Woisky (1996) modificada, utilizando a rutina (MERK, Darmstadt —
Alemanha. Grau de pureza 100%) como padrdo, em solug¢do de cloreto de aluminio

(VETEC). Foram diluidos 22,8 mg da fracao hidroalcdolica e 471 mg da fracdo acetato
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de etila, ambos obtidos de 2g do p6 da casca de A. colubrina em 150 mL de metanol
(MeOH) 70 %. Em seguida estas fragdes foram filtradas e os volumes completados para
250 mL com metanol. Uma aliquota de 15 mL de cada fracdo foi transferida para um
baldo volumétrico com capacidade para 50 mL e a cada uma delas adicionado 1 mL de
uma solucdo de cloreto de aluminio (5 g de cloreto de aluminio em 100 mL de
metanol) (MARKHAM, 1982) e em seguida os volumes foram completados com
metanol. Apds repouso de 30 minutos, foi realizada a leitura em espectrofotometro
UV/visivel Hewlett Packard (HP — 8453E) em comprimento de onda de 425 nm. Este
ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados obtidos com a leitura da absorbancia das amostras foram
comparados com uma curva padrdo construida a partir de solucdes com concentragdes
crescentes de rutina, para isso uma solu¢do padronizada de Rutina a 100 pg/mL foi
preparada em MeOH a 70%. A partir desta solucdo foram obtidas solucdes de
concentracdo equivalentes 11; 12; 13; 14 e 15 ug/mL que foram acrescidas de 1 mL de
cloreto de aluminio e completadas para S0 mL com MeOH 70% para preparacido da

curva-padrao.

4.3 Atividade Antimicrobiana
O estudo da atividade antimicrobiana foi realizado no Laboratério de
Bioquimica e Fisiologia de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da

UFPE, sob a supervisao da Prof®. Dr. Euldlia Camelo Pessoa de Azevedo Ximenes.

4.3.1 Preparagoes e padronizagdo das fragoes

As fragdes hidroalcdolica, cicohexanica e acetato de etila foram
analiticamente pesadas (10 mg) e solubilizados em um sistema composto por DMSO
(dimetil sulféxido 10%)/Tween80/4gua (1:1:8), a fim de obter solucdes padronizadas
de concentragdo igual a 1000 ug/ml. Em seguida foram esterilizados por filtracdao

utilizando membrana millipore de porosidade 0,45um de didmetro.

4.2.1 Micro-organismos

Neste experimento foram utilizados 40 microrganismos alguns deles obtidos

a partir de espécimes de pacientes acometidos por infec¢des e com um fendtipo de
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resisténcia para diversos agentes antimicrobianos: Staphylococcus aureus 1Q 13, 1Q 14,
1Q 15,1Q 16, 1Q 17, IC 27, IC 138, IC 311, IC 404; Pseudomonas aeruginosa IC 01, IC
02, IC 03, IC 04, IC 05, IC 06, IC 10, IC 12, IC 13; Candida albicans 1C SIBELE, IC
AM 1,IC AM 2, IC AM 3,1IC AM 4, IC AM 5, IC AM 7, IC 03, IC 25; Shigella sonnei
IC 01, IC 02, IC 03, IC 04; IC 05; Salmonella enterica 1C 391, IC 3373 ¢ 5
microrganismos pertencentes a colecdo do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e do American Type Culture Collection
(ATCC), Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella
choleraesuis ATCC 14028, Salmonella enterica UFPEDA 415, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 (Tabela 2).

4.3.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) das fracoes de

A. colubrina

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo
em forma de "U". Um volume de 200 pL das fracdes vegetais foram depositados nas
colunas de 1 a 10 da linha A. Os demais orificios foram preenchidos com 100 pL de
caldo Mueller-Hinton (Merk, Darmstadt, Germany) para as bactérias e o meio RPMI
1640 para leveduras. Em seguida, uma diluicdo dos extratos foi realizada pela
transferéncia de uma aliquota de 100 pL do contetdo de cada orificio da linha A para os
orificios da linha B, e ap6s homogeneizacdo, o mesmo volume foi transferido para a
linha C, e assim sucessivamente, até a linha H, e desprezando-se apds homogeneizacao
o excesso da diluicdo. Assim foram obtidas solu¢cdes com concentragdes decrescentes
das fragdes equivalente a 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5
pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,625 pg/mL e 7,81 pg/mL. Os indculos microbianos foram
padronizados (108 UFC/mL) utilizando um tubo 0,5 de McFarland diluidos 1/10 em
dgua destilada. Em seguida um volume de 5 pL (10" UFC/mL) dos in6culos foram
depositadas em todos os orificios das linhas A-H. Os orificios da coluna 11 e 12 foi
destinado para o testes de controle do experimento. A coluna 11 serviu como controle
negativo da atividade inibitéria dos diluentes (DMSO/tween 80/4dgua), utilizado na
diluicdo das fracdes. Os orificios da coluna 12 receberam apenas o caldo Mueller-
Hinton e o inoculo microbiano, possibilitando o controle positivo da viabilidade
microbiana. As microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 24

horas. A revelacdo do crescimento bacteriano ou da inibi¢ao foi observada pela adi¢do
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de urna solugdo aquosa a 0,5% de cloridrato de 2,3,5 trifenil tetrazélio (TTC) (VETEC,
Rio de Janeiro, Brasil). As enzirnas oxidativas presentes nas membranas celulares dos
micro-organismos vivos reagem com o TCC oxidando-o, e provocando a mudanca de
colorag@o de incolor (forma reduzida) para vermelho de formazan (forma oxidada). As
microplacas foram novamente incubadas por mais trés horas a 35°C. Apds esse
intervalo de tempo, a leitura da placa foi realizada: a presenga de urna coloragio
vermelha nos orificios foi interpretada como prova negativa do efeito inibitério do
extrato, ou seja, houve crescimento bacteriano; enquanto que a auséncia de cor foi
considerada prova positiva da acdo antimicrobiana dos extratos.

A CIM foi definida como a menor concentracdo das fracoes em mg/mL
capaz de impedir o crescimento microbiano (ou seja, o aparecimento da coloragdo

vermelha) (Figura 4.3) (COURVALIN et al, 1985; LORIAN, 1996; MOURA, 2006).

5uL

— R I | ——

Diluicao 0,5 Microdiluicao/CLSI
McFarland 10% UFC/mL

Q0!
Q0
Q0
Q0
Q0
00
00
00

Q0000000
Q0000000
QOO00000
[cleeloolo[o[of
Q0000000
B0000000
©0000000
00000000
OO0000000
00000000

37°C/18h - TTC 0,5% (cloreto
Microrganismo 28°C/24h trifenil tetrazolio)
diluido 1/10

Microrganismo
10° UFC/mL

X ‘\.14‘:»‘ PODOC

AOKCRCH R X R - -

Figura 4.3 — Esquema de determinacdo do CIM das fracdes de A. colubrina.
Segundo critérios utilizados por Holetz et al (2002) e Tanaka et al (2005), os

valores da CIM compreendidos entre 10 e 100 pg/mL sdo considerados boa atividade de

fracdes, entre 500 e 1000 como atividade fraca e >1000 pg/mL, sem atividade.
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Tabela 4.2 — Origem e perfil de susceptibilidade dos micro-organismos utilizados na determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima.

Microrganismos

Origem

Resisténcia

Sensibilidade

S. aureus IC 404

Secre¢do da orofaringe

GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; ERI; TET

CIP

NIT; LMX; VAN; NET; RIF;

S. aureus ATCC 6538 ATCC ND AZL: SUT: OFX
S. aureus IC 14 ND ND ND
S. aureus IC 15 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S. aureus IC 27 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S. aureus IC 138 Secregao vaginal AMI; GEN CTX; ERIL; CLO
S. aureus 1C 247 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S. aureus IC 311 Ferida do dedo GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; SZT; ERI; TET; PEN CIP
P. aeruginosa 1C 01 Hemocultura CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; IMP; MER ATM
P. aeruginosa 1C 02 Secregdo hepdtica CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; IMP; MER; SZT ATM
P. aeruginosa 1C 03 Secrecdo traqueal CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; IMP; MER ATM
Pseudomonas aeruginosa IC 05 Hemocultura CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; ATM; MER; SZT; AMP+SUB ND
P. aeruginosa IC 06 Secrecdo traqueal CIP; GAT; GEN; CFL; CFO; CTX; COM; CLO; ATM; MER; SZT; AMP+SUB ND
P. aeruginosa IC 10 Secre¢do abdominal MALI; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; GEN; TOB; ATM; IMP; MER; SZT ND
P. aeruginosa IC 12 Urina AMI,; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; GENT; TOB; ATM; IMP; MER; SZT; NIT; NAL; CLO; TET ND
P. aeruginosa IC 13 Urina CFL; CFO; CTX; CIP; GEN; TOB; SZT; NIT; NAL; CLO; TET; NOR MER
P. aeruginosa IC 16 Hemocultura GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM,; CLO; IMP; MER; SZT; AMP+SUB; ATM ND
P. aeruginosa ATCC 9027 ATCC ND ND
Salmonella choleraesuis ATCC 14028 ATCC ND ND
Salmonella enterica UFPEDA 415 Colecdo de micro-organismos do UFPEDA ND ND
Salmonella enterica Rubislaw 3373 1C ND ND
Salmonella enterica Saintpaul 391 IC ND ND
Salmonella entérica P-58 1IC ND ND
Salmonella enterica 873 Isolado do molusco ND ND
(Biomphalaria glabrata)
C.albicans IC 01 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans 1C 07 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans 1C 09 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 11 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans 1C 12 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans 1IC 16 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans 1C 17 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 19 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans 1C 25 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 26 Cavidade oral ND Miconazol

AMI: Amicacina 30 pg; AMOX: Amoxicilina 10 pg; AMP: Ampicilina 10 ug; AMP+SUB: Ampicilina/Subctam 10 pg /10 pg; ATM: Aztreonam 30 ug; AZI: Azitromicina 15 pg; CFL: Cefalotina 30 pg; CFO: Cefoxitina 30 ug; CIP: Ciprofloxacina 5 ug; CLO:
Clorafenicol 30 pg; CPM: Cefepime 30 pg; CTX: Cefotaxima 30 ug; ERI: Eritromicina 15 pg; GAT: Gatifloxacina 10 pg; GEN: Gentamicina 10 pg; NAL: Acido nalidixico 30 pg; NIT: Nitrofurantoina 30 pg; NOR: Norfloxacina 10 ug; IPM: Imipenem 10 pg; MER:
Meropenem 10 pg; TEIC: Teicoplamina 30 pg; TET: Tetraciclina 30 ug; TOB: Tobramicina 10 pg; SZT: Sulfazotrim 25 pg; VAN: Vancomicina 30 ug. ATCC: American Type Culture Collection.IC: Isolado clinico ND: Nao determinado
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4.4 Ensaio de Citotoxicidade in vitro

4.4.1 Células neopldsicas utilizadas nos testes

Os testes de citotoxicidade foram realizados frente a duas linhagens de
células: células NCI-H292 e HEp-2 obtidas do Laboratério de Cultura de Células, do
Departamento de Antibidticos da UFPE.

As células NCI-H292 correspondem a uma linhagem continua de células
mucoepidermoides, obtida a partir de carcinoma de pulmao humano. As células HEp-2
(Human Epidermoide Cancer Cells) sdo derivadas de tumor primério de laringe

humana.

4.4.2 Atividade citotoxica

Para determinagdo da citotoxicidade, foi realizado o ensaio de proliferacdo
celular atrvés do teste colorimétrico do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio)] (Invitrogen, Carlsbad — EUA) (JADA et al., 2002; CULIOL et al.,
2004). O principio desse método consiste na absor¢ao do sal MTT pelas células sendo
reduzido no interior da mitocondria a um produto chamado formazan.

As células foram mantidas em DMEM - Minimum Essencial Medium Eagle
modificado Dulbecco’s (Sigma, St. Louis - EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis - EUA), 1% de solu¢do de antibiético [penicilina
1000 UI/mL (Sigma-Aldrichm St. Louis — EUA) + estreptomicina 250 mg/ml (Sigma-
Aldrichm St. Louis — EUA)] e 1% de L-glutamina 200mM (Sigma-Aldrichm St. Louis —
EUA) (EAGLE,1995).

Uma suspensio celular de 10° células/mL foi preparada em meio
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma), 1% de solucdo de
antibiético (penicilina 1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-glutamina
200mM. A suspensdo foi distribuida em placas de cultura com 96 pocos (220uL em
cada pogo). As placas foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera timida
enriquecida com CO; a 5%. Ap6s 24h as fracdes foram adicionadas (22 uL/po¢o) nas
concentracdes finais de 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 6,25 pg/mL e as placas
novamente reincubadas.

Ap6s 72 h de contato das células com o produto teste, foi adicionado 25

uL de MTT (brometo (3-[5,4-dimetiltiazol-2- il]-2,5-difeniltetraz6lio) na concentragao
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de 5 mg/mL em PBS (p/v) em cada pogo e as placas foram deixadas por duas horas em
estufa 37 °C. Ao final desse periodo, 0 meio de cultura, juntamente com o excesso de
MTT foram aspirados e em seguida, 100uL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para
dissolugdo dos cristais de Formazan (cor pirpura)(MOSMANN,1983).

A leitura 6ptica foi feita em leitor automatico de microplacas do tipo Termo
Plate (450 nm) e a densidade Optica (DO) média dos pogos foi comparada com a DO
média dos pogos controles.

A Clsp (concentracdo que inibe 50% do crescimento celular em relagdo ao
controle) foi determinada a partir de uma regressao nao linear utilizando o programa
Prisma 4.0 (GraphPad software) , onde se relacionou o percentual de inibi¢do em fungdo
do logaritmo das concentracdes testadas admitindo-se um intervalo de confianga de

95% (p <0,01).

4.5 Analise Estatistica

Para andlise dos resultados microbiologicos, os dados obtidos foram
agrupados em médias geométricas, uma vez que o ensaio utilizou o método de diluicdes
seriadas. Para o ensaio de citotoxicidade em células tumorais, a determinag¢do do ICsg
foi realizada através da constru¢io de um grafico dose-resposta, usando a curva
sigmoide. Todos os dados foram processados pelo Excel® produzido pela Microsoft,
pelo Bioestat® 5.0 de distribuicdo gratuita e OriginPro8SRO® produzido pela
OriginLab Corporation.
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RESUMO

Objetivos: A resisténcia de micro-organismos e células tumorais aos farmacos de uso
continuo € um problema mundial de satde. Este estudo visou determinar ICso e CMI de
extratos do caule de Anadenanthera colubrina frente as linhagens de células tumorais
humanas, bactérias e fungos multi-drogarresistentes.

Métodos e Resultados: Foi realizada preparagdo das fragdes com etanol-agua (70%), ciclo-
hexano e acetato de etila. Foi realizada anélise fitoquimica qualitativa e dosados compostos
fendlicos totais e flavondides. Para a determinacdo da CIM foi utilizada a técnica de
microdilui¢cao revelada com TTC e para a citotoxicidade foi utilizada a técnica do MTT.
Conclusoes: A avaliacdo fitoquimica demonstrou presenca de taninos hidrolisaveis,
flavonoides e terpenos. A quantidade de fendis e flavondides na fragcdo hidroalcodlica foi de
177,85mgEAG/g e 13,48mgER/g respectivamente, na fracdo acetato de etila de 171,26
mgEAG/g e 34,16 mgER/g, respectivamente. Das trés fra¢des obtidas, a hidroalcodlica
apresentou maior atividade antimicrobiana frente as espécies de bactéria e levedura estudadas
e a ciclo-hexanica foi a Unica a apresentar atividade citotoxica frente as células tumorais HEp-
2 e NCI-H292.

Significado e impacto do estudo: Os resultados abrem perspectivas futuras para isolamento
de substancias de A. colubrina e sua utiliza¢ao no tratamento do cancer e infec¢des por micro-

organismos multirresistentes.
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INTRODUCAO

As plantas sintetizam uma grande variedade de metabdlitos secunddrios, cuja
funcdo estd relacionada a manutencdo da integridade e sobrevivéncia da planta, e apresentam
acdo terapéutica importantes com atividade antimicrobiana e antitumoral (Hartmann 2007).
Na ultima metade do século XX, a utilizagdo destes compostos obteve mais aceitacdo pela
comunidade cientifica, sendo crescente o nimero e a natureza das abordagens sobre o tema
(Rios e Recio 2005). Muitos estudos da atividade antimicrobiana de fracdes vegetais foram
encorajados pela crescente resisténcia dos micro-organismos as diversas classes de
antibidticos utilizados na rotina (Al-Bakri e Afifi 2006; Schweizer 2009; More et al. 2008;
Zampini et al. 2009), assim como o estimulo a pesquisa da atividade antitumoral de plantas
sofreu impacto da busca por menores agressoes a células sadias (Nogueira et al. 2008; Gurgel
et al. 2009).

Anadenanthera colubrina ¢ uma leguminosa nativa da América do Sul e ocorre
desde o norte da Coldombia até o sul do Brasil. Informagdes farmacoldgicas sobre esta espécie
podem ser encontradas na literatura, onde é conhecida por sua atividade anti-inflamatéria e
sua acdo sob o sistema respiratorio (Monteiro et al. 2005). A sua atividade antitumoral carece
de uma investigacdo mais aprofundada, uma vez que tal propriedade ja foi identificada em
estudos prévios (Moretao et al. 2003; Moretdo et al. 2004). Em paralelo, sabendo-se que a
planta € rica em compostos que possuem atividade antimicrobiana, por exemplo, alcaloides,
terpenos e compostos fendlicos (Albuquerque et al. 2007), sendo necessdrio conhecer e
divulgar os potenciais antimicrobianos, bem como discutir os mecanismos envolvidos neste
fenomeno. Assim, o presente estudo teve por objetivo realizar uma andlise fitoquimica das
fracdes da casca do caule de A. colubrina e avaliar sua atividade antimicrobiana frente a
linhagens de micro-organismos multidrogarresistentes e sua atividade citotéxica frente a

linhagens de células tumorais humanas HEp-2 e NCI-H292.

MATERIAL E METODOS
Material Botanico

Foi utilizada casca do caule de A. colubrina coletada no Municipio de Serra
Talhada, Pernambuco, Brasil (07°59'31"S- 38°17'54"W). A espécie identificada no herbério
do Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural de Pernambuco com exsicata
tombada sob n° PE UFR-49643. As cascas do caule foram desidratadas em temperatura

ambiente e pulverizadas.
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Caracterizacao fitoquimica

Obtengdo das fragées da casca do caule de A.colubrina

Foram preparadas trés fracdes utilizando solucdo hidroalcodlica, solvente ciclo-

hexano e acetato de etila. Em 265,3g da casca do caule de A. colubrina foram adicionados 2 L
de etanol-dgua (70%) para obtencdo do extrato bruto. A mistura foi filtrada com papel de
filtro Whatman n ° 4 e concentrado sob pressdo reduzida a 40°C. Em seguida, o extrato bruto
foi particionado adicionando os demais solventes de diferentes polaridades, sendo o dltimo o
acetato de etila.

Ensaios fitoquimicos qualitativos e quantitativos

Foi determinada a presenca de saponinas, taninos, alcaloides, flavonoides,
terpenos e esteroides, através dos métodos da espuma, cloreto férrico, Dragendorff-Meyer,
Shinoda e Liebermann-Buchard, respectivamento, como descrito por Costa (1982).

A determinacdo de flavonoides foi feita de acordo com .A determinagdo de
compostos fenodlicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu (Folin, 1912. Os
dados de absorbancia foram comparados a curva padrdo construida a partir de solu¢des com
concentracoes crescentes de rutina (MERK, Darmstadt — Alemanha. Grau de pureza 100%) e
acido galico (MERK, Darmstadt — Alemanha. Grau de pureza 98%). A concentracao de fenois
totais e de flavonoides foi calculada como equivalentes de 4dcido gélico (GAE) e equivalente

de rutina (ER) por g de extrato bruto. As andlises foi feitas em triplicata.

Ensaios de atividade Antimicrobiana

Foram selecionadas um total de 40 linhagens de Staphylococcus aureus (n=10),
Pseudomonas aeruginosa (n=10), Candida albicans (n=10) , Shigella sonnei (n=5),
Salmonella entérica (n=4) e E. coli (n=1) multidrogarresistente. Esses agentes foram isolados
a partir de amostras de sangue, urina e secre¢des e lavados bronco-alveolares, apresentando o
perfil de sensibilidade e resisténcia demonstrado na Tabela 1. Para fins comparativos, micro-
organismos ATCC foram incluidos neste trabalho. Os isolados bacterianos foram mantidos
em Agar Miieller-Hinton (Merk, Darmstadt, Alemanha) e os isolados fingicos mantidos em
Agar Sabouraud (Merk, Darmstadt, Alemanha) a 4°C.

A determinagdo da CIM foi realizada em microplacas estrereis (TRP-92096) de
96 orificios e para cada micro-organismo foi realizado ensaio em duplicata. Um volume de
200 pL das diversas fracdes, preparados na concentracdo de 1000 pg/mL tendo como base o
sistema composto por dgua aquecida a 60°C e Tween 80 e DMSO 10% (8:1:1). Todas as

fracdes foram esterilizadas em filtro millipore 0,45um. Dilui¢des seriadas foram realizadas
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para a obtencdo de concentracdes que variaram de 1000 pg/mL a 7,81 pg/mL. Os indculos

foram obtidos a partir das culturas de 18h de incubacdo a 37°C em caldo Miieller-Hinton /

Sabouraud. A suspensdo dos isolados foi confeccionada utilizando dgua destilada estéril,

ajustando a concentracdo 10° UFC/mL (0,5 da escala de MacFarland) e diluida a 1/10. Cada

cavidade recebeu 5 pL. de inoculo. As placas foram incubadas em 37°C por 24h, e

posteriormente reveladas para detec¢do de atividade antimicrobiana apds re-incubacgdo por 2

horas com 20 pL de cloreto de trifenil tetrazolio (TTC; VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) a

0,5%. A CIM foi definida como a menor concentragao do extrato que inibiu completamente o

crescimento microbiano.

Tabela 1 - Origem e perfil de susceptibilidade dos microrganismos utilizados na
determinagdo da Concentrag@o Inibitéria Minima.
Microrganismos Origem Resisténcia Sensibilidade
S. aureus 1C 404 Secrecdo da GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; ERI; TET CIP
orofaringe
S. aureus ATCC ATCC ND NIT; LMX; VAN;
6538 NET; RIF; AZI,
SUT; OFX
S. aureus IC 15 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S. aureus 1C 27 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S. aureus IC 138 Secre¢do AMI; GEN CTX; ERI; CLO
vaginal
S. aureus 1C 247 ND AMP; CFO; ERI; AMOX IMP; SZT
S. aureus 1C 311 Ferida do dedo GEN; AMI; CFO; CTX; CLO; SZT; ERI; TET; PEN CIP
P. aeruginosa IC 01  Hemocultura CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; IMP; ATM
MER
P. aeruginosa IC 02  Secregdo CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; IMP; ATM
hepatica MER; SZT
P. aeruginosa IC 03 Secregdo CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; IMP; ATM
traqueal MER
P. aeruginosa IC 05  Hemocultura CIP; GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; ATM; ND
MER; SZT; AMP+SUB
P. aeruginosa IC 06  Secrecdo CIP; GAT; GEN; CFL; CFO; CTX; COM; CLO; ATM; MER; ND
traqueal SZT; AMP+SUB
P. aeruginosa IC 10 Secre¢@o MALI; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; GEN; TOB; ATM; IMP; ND
abdominal MER; SZT
P. aeruginosa IC 12 Urina AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CIP; GENT; TOB; ATM; IMP; ND
MER; SZT; NIT; NAL; CLO; TET
P. aeruginosa IC 13 Urina CFL; CFO; CTX; CIP; GEN; TOB; SZT; NIT; NAL; CLO; MER
TET; NOR
P. aeruginosa IC 16 ~ Hemocultura GAT; GEN; AMI; CFL; CFO; CTX; CPM; CLO; IMP; MER; ND
SZT; AMP+SUB; ATM
C.albicans IC 01 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans I1C 07 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 09 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 11 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans 1C 12 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 16 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 17 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 19 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 25 Cavidade oral ND Miconazol
C.albicans IC 26 Cavidade oral ND Miconazol

AMI: Amicacina 30 pg; AMOX: Amoxicilina 10 ug; AMP: Ampicilina 10 pg; AMP+SUB: Ampicilina/Subctam 10 nug /10 ng; ATM:
Aztreonam 30 ug; AZI: Azitromicina 15 pg; CFL: Cefalotina 30 pg; CFO: Cefoxitina 30 pg; CIP: Ciprofloxacina 5 ug; CLO: Clorafenicol
30 ug; CPM: Cefepime 30 pg; CTX: Cefotaxima 30 ug; ERI: Eritromicina 15 pg; GAT: Gatifloxacina 10 ug; GEN: Gentamicina 10 pg;
NAL: Acido nalidixico 30 ug; NIT: Nitrofurantoina 30 pug; NOR: Norfloxacina 10 pug; IPM: Imipenem 10 ug; MER: Meropenem 10 pg;
TEIC: Teicoplamina 30 pg; TET: Tetraciclina 30 ug; TOB: Tobramicina 10 pg; SZT: Sulfazotrim 25 pg; VAN: Vancomicina 30 pg. ATCC:
American Type Culture Collection. IC: Isolado clinico. ND: Néo determinado
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Avaliagdo da atividade citotoxica

Foram utilizadas linhagens de células HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe) e
NCI-H292 (carcinoma humano de pulmao), mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium; Sigma, St. Louis, USA), suplementado com soro fetal bovino 10% (Sigma,
St. Louis, USA), solu¢do 1% de penicilina-G (Sigma, St. Loius, USA) e L-glutamina 1%. A
citotoxicidade de extratos em diferentes concentracdes (50-6,25 pg ml-1) foi avaliada através
do 3 - (4, 5 dimetiltiazol--2-il) -2, 5-difenil brometo de tetrazolium (MTT) (Sigma, St. Loius,
USA), conforme descrito por Mosmann, 1983. Placas de ensaio foram lidos utilizando um
espectrofotometro a 425 nm. Os dados gerados foram utilizados para tracar uma curva dose-
resposta para saber qual concentracdo das fragdes seria necessaria para matar 50% da
populacdo celular (IC 50). Etoposideo, quimioterdpico usualmente utilizado, foi empregado

para comparacao.

RESULTADOS

Ensaio Fitoquimico

A extracdo das fragdes foi realizada a partir de 265,3g da casca de A.
colubrina. Foram obtidos 3,0375g (1,14%) da fracdo hidroalcodlica, 6,2735g (1,71%) da
fracdo ciclo-hexanica e 62,4954¢g (23,55%) da fracdo acetato de etila. O processo de extracdo
apresentou um rendimento de 26,4%. O screening fitoquimico do extrato bruto revelou

presenca de taninos hidrolisdveis, flavonoides e esteroides, e discreta presenca de saponina.

Determinacdo de Fenois Totais e Flavonoides Totais

A quantifica¢do de fenois totais foi determinada usando-se a equacdo da reta
(Y = 0,0047X + 0,00558) obtida da curva padrio do 4cido gdlico e expressa em ug de
equivalentes de acido galico (EAG)/g de fracdo, sendo o coeficiente de correlacdo para a
curva obtida de r* = 0,99768. Para a quantificagdo de flavonoides totais utilizou-se a equagdo
da reta (Y = 0,0318X + 0,0176) obtida através da curva padrdo de rutina, sendo expresso em
equivalente de rutina (ER)/g de extrato, com coeficiente de correlagdo da curva = 0,98057.
Os valores de fenois totais e flavonoides totais estdo apresentados na Tabela 2. As
absorbancias das amostras e sdo representadas pelo Y e as concentracdes de fenois totais e

flavonoides pelo X (pg/mL).
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Tabela 2 - Quantificacdo de Fenois totais (equivalente de dcido gilico - EAG) e Flavonoides
(equivalente de rutina - ER) nas fra¢des hidroalcodlica e acetato de etila.

Amostra Fenois totais (mgEAG/g) Flavonoides Totais (mgER/g)
Fragdo Hidroalcodlica 177,85 + 0,45 13,48 + 0,07
Fragao Acetato de etila 171,26 £ 0,02 34,16 £ 0,12

Microbiolégica

Das trés fracdes produzidas com a casca do caule de A. colubrina, a fragao
hidroalcodlico mostrou-se com maior atividade antimicrobiana frente a todas as espécies de
bactérias e levedura estudadas, com excecdo das linhagens de P.aeruginosa, inibidas com
CIM médio de 216 pg/mL pela fracdo ciclo-hexanica. O efeito antibacteriano de todas as
fracdes mostrou que as linhagens de P. aeruginosa foram inibidas em uma concentracao
menor ou igual a 250 ug/mL.

As fragdes hidroalcodlica e de acetato de etila apresentaram CIM médio de
62,5 ng/mL frente a bactéria Gram-positiva S. aureus, sendo inibidos em uma concentragao
de 125ug/mL pela fra¢do ciclo-hexanica. No entanto, o intervalo de CIM encontrados foi
maior na fragdo hicroalcodlica se comparada com a de acetato de etila. A fracdo
hidroalcodlica apresentou CIM minima del5,62 pg/mL e médxima de 250 enquanto a fragdao
de acetato de etila apresentou CIM minima de 31,25 e maxima de 125. Das bactérias
utilizadas para a atividade antibacteriana, as linhagens de S. aureus multidrogarresistente
foram as mais sensiveis as fracdes do caule de A. colubrina.

Entre o grupo dos enteropatégenos, as linhagens de Shigella sonnei foram
inibidas pelas fragdes hidroalcodlica (143,587ug/mL), ciclo-hexanica (198,465ug/mL) e
acetato de etila (250ug/mL). Em todas as linhagens de Salmonella enterica, as fragdes
hidroalcodlico e ciclo-hexanico apresentaram CIM de 125 pg/mL e 250 upg/mL,
respectivamente. A CMI da fra¢do de acetato de etila variou entre 250 ug/mL e 500 pg/mL
para 0 mesmo micro-organismo, tendo média de 297,302 ug/mL.

A andlise de suscetibilidade in vitro em relacdo as trés fracoes frente a levedura
C. albicans mostrou que a melhor atividade foi da fracdo hidroalcodlica, com CIM variando
entre 125 - 500pg/mL, obtendo média de 192,776 pg/mL. Os resultados de CIM das fragdes

ciclo-hexanica e acetato de etila estdo expressos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Atividade antimicrobiana (CIM em ug/mL) das fragdes do caule de A. colubrina
frente aos micro-orgnismos multirresistentes.

Fracéo hidroalcoélica Fracao ciclo-hexanica Fracido Acetato de Etila

Intervalo CIM,;,, MG Intervalo CIM,;,, MG Intervalo CIM,;, MG
fﬁf’i‘g)e”s 15,62-250 250 625 31,25-125 125 125 31,25-125 125 62.5
gf’fg;’g inosa 55 250 250 125250 250 216 250 250 250
f:i%;’”“ somnel 155950 250 1435 125250 250 1894 250 250 250
S('ni’f)é”“’ 125 125 125 250 250 250 250-500 500 2973
E.coli
(el) 62.5 IND 625 250 IND 250 250 IND 250
(Cn'_“llg;“’”s 125-250 250 192.7 125-500 500 2973 62,5-500 500 198,42

MIC, concentragdo inibitéria minima (ug/mL); MIC,, concentragdo minima capaz de inibir 100% das linhagens de micro-
organismos (ug/mL); GM, as médias geométricas das concentracdes inibitérias minimas de todas as amostras para cada espécies
(ug/mL); IND, indeterminado.

Citotoxicidade

Os resultados da citotoxicidade dos extratos do caule de A. colubrina frente a
duas linhagens de células humanas tumorais (HEp-2 e NCI-H292) sdo apresentados na Tabela
4. As fragdes hidroalcodlicas e acetato de etila apresentaram ICsy maior que 50 ug/mL,
indicando uma auséncia de atividade citotoxica. A fragdo ciclo-hexanica apresentou atividade
antiproliferativa com boa poténcia frente as duas linhagens de células, sendo a melhor
atividade observada frente a linhagem HEp-2. Quando é comparada a fragcdo ciclo-hexanica
ao farmaco padrao etoposideo, amplamente utilizado na clinica, é possivel observar que a
fracdo apresenta ICsy bem proxima a do farmaco, no entanto, € necessdrio levar em
consideragdo que é uma fracdo e apresenta outras substancia além da responsdvel por esta

atividade bioldgica .

Tabela 4 - Citotoxicidade das fragdes de A. colubrina frente as humanas tumorais.

Linhagens de _1Cs0 (1g/mL)

células Etoposideo (epésido)  H-EtOH AcOEt C-Hx
HEp-2 4,8 > 50 > 50 8,45
NCI-H292 52 > 50 > 50 12,87
DISCUSSAO

A atividade bioldgica das fracdes botanicas € atribuida aos compostos do
metabolismo secunddrio das plantas, principalmente taninos e flavonoides, os quais estdo
entre os maiores constituintes ativos relatados na maioria das espécies vegetais superiores,

justificando o uso tradicional dessas plantas, especialmente no tratamento de doencas
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infecciosas (Ahmad e Aquil, 2007). O perfil fitoquimico da casca do caule de A. colubrina
revelou presenca de compostos fendlicos, terpenos e estedides, que apresentam atividade
antimicrobiana comprovada (Braga et al, 2007)

A tabela 2 mostra a concentracdo de compostos fendlicos totais e flavonoides
encontrados na casca do caule de A. colubrina. Estudos demonstraram que a quantidade
destes compostos poderia variar de 3,21 a 11,07% em relagdo ao peso total (Nozella, 2001;
Monteiro et al. 2005). O teor de compostos fendlicos, no presente estudo, estd acima dos
valores referenciados pela literatura, justificando o fato da produgdo destes compostos ter
relacdo com indices pluviométricos e fatores edaficos, e relacdo direta com as caracteristicas
biométricas da espécie botanica (Monteiro et al. 2005). Segundo Freitas et al. (2004), a
producdo de metabdlito secundério ocorre como uma fun¢ao da interac@o planta-ambiente, em
resposta a fatores bioldgicos e quimicos.

O discreto aumento no teor de compostos fendlicos totais e de flavonoides
justifica a boa atividade antimicrobiana das fragdes hidroalcodlica e de acetato de etila de A.
colubrina. Alguns estudos afirmam que os taninos, composto fendélico, possui atividade
antimicrobiana devido a caracteristica de precipitar proteinas (Monteiro at al, 2005),
propiciando a inativagdo de adesinas, enzimas ou o transporte de proteinas no envelope
celular, interferindo no transporte de soluto, ou ainda diminuindo a disponibilidade de {ons
metalicos essenciais ao metabolismo dos micro-organismos ( Loquercio et al, 2005; Samy;
Gopalakrishnakone, 2008)

Alguns relatos indicam atividade antimicrobiana das fragdes hidroalcodlica da
casca do caule de A. colubrina (Olukoya et al, 1993; Mors et al, 2000), no entanto, alguns
estudos questionam esta atividade bioldgica. Um exemplo € o trabalho de Gongalves, Alves
Filho e Menezes (2005) que aponta para a inexisténcia de atividade antimicrobiana fracdes
desta espécie, e expde como causa para tal fato a resisténcia das linhagens de microrganismos
a antibidticos comerciais e sugere que essa resisténcia se estende a fragdo hidroalcodlica do
extrato bruto natural. No presente estudo, é possivel verificar uma conclusdo contraria a esta.
Em grande parte dos dados da literatura, nao houve a determinagdo do perfil de resisténcia das
linhagens utilizadas; além disso, nos diversos ensaios descritos, ndo existiu a preocupacao de
dosar teores de fenois e flavonoides totais, fato que dificulta a comparacdo mais acurada
quando os resultados sdo discrepantes. Uma vez que o objetivo do estudo da acdo bioldgica de
compostos fitoquimicos € a busca por tratamentos alternativos para o combate de patégenos
resistentes a antibidticos, tais parametros devem ser primordiais nas pesquisas atuais

(Olukoya et al, 1993).
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Comparando diferentes dados relatados na literatura, € possivel perceber outras
incoeréncias nos resultados. Samy (2005) e Ahmad e Aqil (2007) utilizaram fracdes
etandlicas e metandlicas de gengibre e de alho que ndo apresentaram efeito antimicrobiano
contra S. aureus, E. coli e Shigella sp. No entanto, Indu et al. (2006) e Vuddhakul et al (2007)
usando um método diferente de preparacdo das fragdes, verificou uma a¢do inibitéria contra
E. coli, além de uma alta atividade antimicrobiana frente a Salmonella sp e S. aureus.
Comparagdes com dados relevantes da literatura indicam que, de acordo com a metodologia
adotada no estudo fitoquimico e na atividade antimicrobiana, os resultados mais diversos
podem ser obtidas. As fracdes de plantas t€ém mostrado efeito inibitério no crescimento das
bactérias estudadas, embora de formas distintas (Adonizio et al, 2006).

Os resultados do presente estudo indicaram que a fracdes hidroalcodlica e de
acetato de etila apresentaram atividade antibacteriana ativa boa frente a S. aureus (inclusive
MRSA). De acordo com Takana et al (2005) e Holetz et al (2002) a atividade antimicrobiana
pode ser classificada de acordo com a CIM em: Inativa (CMI > 1000 pg/mL); atividade fraca
(500 < CMI < 1000pg/mL); atividade moderada (100 < CMI < 500 pg/mL) e ativa boa (CMI
< 100 ug/mL). Estes resultados s@o consistentes quando comparados aos relatos anteriores
sobre plantas com atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (Cowan, 1999).
Contudo, ao observar bactérias Gram-negativas (principalmente P. aeruginosa), sua maior
resisténcia aos extratos de plantas foi encontrada em outros estudos, justificado pelo fato desta
espécie bacteriana ser que as bactérias Gram-positivas. A menor atividade das fragdes contra
bactérias Gram-negativas pode ser atribuida a presenca de uma outra membrana externamente
a sua parede celular, agindo como uma barreira para substincias, incluindo antibidticos
(Nikaido e Vaara, 1985), ou devido a barreira de permeabilidade proporcionada pela parede
celular ou ainda devido ao mecanismo de acumulacdo de enzimas no espago periplasmatico
dessas bactérias (Adwan,1998). As infec¢des causadas por P. aeruginosa, especialmente
aqueles com multirresisténcia as drogas, estdo entre as mais dificeis de tratar com antibi6ticos
convencionais (Cdc Nnis System, 1999). Em nosso estudo, o crescimento de P. aeruginosa,
ainda que com maior CIM em relacdo aos outros micro-organismos testados, foi inibida pela
fragdo ciclo-hexanica (MIC 216,59 pg/ mL), tendo atividade antimicrobiana considerada
moderada. Alguns dos principais trabalhos na drea demonstram atividade antimicrobiana
fragdes hidroalcoodlicas botanicos sobre P. aeruginosa multirresistente a partir da CMI 781 pg
/ mL, sendo pela classificacdo de Tanaka et al (2005) considerada fraca (Abu-Shanab et al,
2004).
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Salmonella sp., Shigella sp. e E. coli sdo cada vez mais isoladas de diarreias
agudas grave recorrentes e constituiem um problema médico sério para muitos pacientes
(Orlandi et al, 2000). O aumento da frequéncia de Salmonella sp. multidrograrresistente é
provavelmente devido ao uso de concentragdes subterapéuticas de agentes antimicrobianos na
alimentagcdo animal, bem como o uso excessivo de antibidticos nos seres humanos (Gomez e
Cleary, 1996). Nossos resultados demonstram que o extrato de A. colubrina exibiu atividade
antimicrobiana moderada contra os enteropatdégenos testados (principalmente a fracdo
hidroalcodlica). A planta pode ser promissora no tratamento de infec¢des causadas por estes
micro-organismos.

O presente estudo também demonstrou a atividade antifungica das fracdes de
A. colubrina contra C. albicans. Na década de 1990, houve um aumento dramatico na
prevaléncia de infec¢des fiungicas, resultado de alteragdes no perfil imunolégico da
populacdo. Drogas ineficazes no combate a Candidiase orofaringea é um grande problema
para os doentes infectados com o HIV (Samaranayake et al, 2002). Assim, a resisténcia aos
medicamentos tornou-se uma questdo importante para uma variedade de infec¢des fungicas,
tendo efeitos profundos sobre a saide humana.

Os resultados mostraram que a fragdo hidroalcodlica apresentou uma melhor
atividade antiftingica contra Candida albicans, no entanto, com CIM muito préximo a do
extrato de acetato de etila. O grande volume de estudos referentes a atividade antifingica dos
compostos fitoterdpicos utiliza a metodologia da difusd@o em disco, o que dificulta uma maior
comparacdo entre os resultados, no entanto, é possivel observar que a maioria dos extratos
fototerdpicos com atividade antibacteriana apresenta semelhante potencial antifingico,
mesmo existindo diferencas marcantes entre as células fungica e bacteriana (Kaomongkolgit,
Jamdee e Chaisomboon, 2009)

Na terapia anti-neoplésica, cerca de 60% dos medicamentos que sdo usados
atualmente s@o derivados de fontes naturais, incluindo plantas, organismos marinhos e micro-
organismos . Além disso, compostos derivados de plantas e andlogos semi-sintéticos t€ém sido
usados em combinacdo com outros quimioterdpicos para o tratamento de uma variedade de
canceres, incluindo leucemias, linfomas, cancer de testiculo avangcado, de mama e cancer de
pulmado, e o sarcoma de Kaposi (Cragg, Kingston e Newman 2005). A busca de novas drogas
capazes de superar os mecanismos de resisténcia € de grande interesse para a terapia do
cancer (Fernandes et al, 2007).

A pesquisa verificou além de uma atividade citotéxica para microrganismos, a

fracdo ciclo-hexanica da casca de A. colubrina inibiu crescimento de células tumorais das
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linhagens HEp-2 e NCI-H292. Quando comparado com uma droga controle (Etoposidio -
Epo6sido), mesmo existindo diferencas entre elas, por se tratar de uma substancia pura e uma
fracdo onde o principio ativo estd diluido, a proximidade entre os valores ICsy sao bastante
animadores., principalmente na linhagem HEp-2. O ensaio citotéxico do extrato ciclo-
hexanico revelou uma atividade citotoxica frente a HEp-2 (ICso = 8,45 pg/mL ) bem préxima
a atividade do padrdo quimioterdpico (ICsy = 4,8 pg/mL ). Segundo protocolo do National
Cancer Institute (NCI) (Alley 1988), valores de Clsp < 30 pg/mL devem ser considerados
significativos para extratos brutos de origem vegetal. Para substancias puras, este valor deve
ser inferior a 4 pg/mL (Boik 2001). Esta atividade citotoxica pode ser atribuida aos terpenos
presentes na fracdo ciclo-hexanica (Tanaka et al, 2005), talvez devido a afinidade dos
componentes potencialmente ativos desta fracdo a membrana celular (lipofilico) (Lee, CC and
Houghton, P 2005) na entrada para o citoplasma, ou seja na ativagdo de proteinas na
membrana, na efetivacdo da apoptose. O potencial de inibi¢do da proliferacio de células
tumorais pelo extrato de A. colubrina observado no presente estudo abre perspectivas para a
sua utilizacdo como medicamento alternativo no tratamento e controle de neoplasias.

O presente estudo revela, portanto, que as fracdes obtidas da A. colubrina
podem inibir as bactérias, de modo mais eficiente frente a Gram-positivas, tendo um grande
potencial terapéutico na pesquisa de novos fitoterdpicos, como um agente antibacteriano
frente a linhagens multidrogarresistentes. Além disso, apresenta acdo fungicida moderada
sobre leveduras, bem como uma promissora atividade antitumoral, tendo cada fracdo, sua
atividade bioldgica direcionada modo particular. Vale salientar que sendo fragdes, o principio
ativo com tais propriedades bioldgicas apresenta-se misturado a mais substancias, de modo a
apresentar-se diluido. Assim, faz-se necessdrio a complementacdo do presente estudo com

isolamento do principio ativo, bem como a realizacao de testes in vivo.
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6 CONSIDERACAOES FINAIS

Perceber a biodiversidade com potencial de exploracdo farmacoldgica €
essencial para as pesquisas no campo da inovagdo terapéutica. As fragdes de vegetais ainda
sao a solucdo de grande vantagem para o tratamento das neoplasias e doencas infecciosas. O
presente estudo revela que as fragdes obtidas da A. colubrina podem inibir as bactérias, de
modo mais eficiente frente a Gram-positivas, tendo um grande potencial terapéutico na
pesquisa de novos fitoterdpicos, como um agente antibacteriano frente a linhagens
multidrogarresistentes. Além disso, apresenta acdo fungicida moderada sobre leveduras, bem
como uma promissora atividade antitumoral, tendo cada fracdo, sua atividade bioldgica
direcionada modo particular. Os resultados demonstram que o potencial de inibi¢do da
proliferacdao de células tumorais pela fracdo ciclo-hexanico de A. colubrina observado, abre
perspectivas para a sua utilizacdo como medicamento alternativo no tratamento e controle de
neoplasias.

Vale salientar que sendo fragdes, o principio ativo com tais propriedades
bioldgicas apresenta-se misturado a mais substancias, de modo a apresentar-se diluido. Assim,
faz-se necessdrio a complementagdo do presente estudo com isolamento do principio ativido,
bem como a realizac¢do de testes in vivo. Assim, € irefutdvel concluir que apesar do sucesso
dos ensaios, ainda é o primeiro passo em relacio ao promissor potencial terapéutico do
Angico (A. colubrina), que é uma espécie botanica conhecida popularmente por suas
propriedades medicinais de cicatriza¢do, no entanto, ainda pouco explorada em relagcdo as

suas diversas outras propriedades farmacoldgicas.
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APENDICE A

Anadenanthera colubrina: um estudo do potencial terapéutico

Anadenanthera colubrina: a therapeutic potential study
Carlos R. Weberl, Carla M. L. Soaresz, Andréa B. D. Lopes3, Terezinha S. Silva4,
Marcia S. Nascimentos, Eulélia C.P.A. Ximenes®.

RESUMO

A espécie Anadenanthera colubrina apresenta potencial terapéutico de fécil
acesso, reconhecida pela medicina popular e muito utilizada na elaboracao de
fitoterdpicos. O presente estudo tem como objetivo a realizacdo de uma revisdo
sistemdtica sobre esta planta e seu potencial terapéutico. A estratégia de busca para
identificacdo dos estudos foi realizado através de pesquisa nos bancos de dados virtuais
ScienceDirect, SCIRUS, LILACS, SciELO, SCOPUS, MEDLINE e SciFinder, no
periodo de marco a dezembro de 2009, utilizando as palavras-chave: Acacia Cebil,
Piptadenia Cebil, Piptadenia macrocarpa, Anadenanthera macrocarpa, Anadenanthera
colubrina, Piptadenia microphylla, Piptadenia hassleriana. Com a busca foram obtidos
1306 artigos, que submetidos aos critérios de exclusio, foram reduzidos a 34 estudos.
Destes, 16 artigos visaram isolamento de compostos fitoquimicos ou comprovaram
atividade bioldgica através de bioensaios, enquanto 18 artigos confirmaram agdo
terapéutica através do conhecimento popular. A conclusio que Anadenanthera
colubrina apresenta um potencial terapéutico reconhecido € irrefutdvel, entretanto, é
evidente que ainda apresenta questionamentos cientificos sobre seu uso, mecanismo de
acdo, posologia e indicacdes terapéuticas. Trata-se de uma promissora planta, explorada
do ponto de vista etnobotanico, mas ainda pouco explorada no sentido farmacolégico.

Palavras-chave: Etnofarmacologia. Plantas medicinais. Fitoterapia.

ABSTRACT

The species Anadenanthera colubrina has therapeutic potential of easy
access, recognized by folk medicine and widely used in the preparation of herbal
medicines. This study aimed to carry out a systematic review on this plant and its
therapeutic potential. The search strategy to identify the studies was conducted by
searching the virtual database Cochrane Library, ScienceDirect, SCIRUS and LILACS,
SciELO, MEDLINE and SCOPUS from March to December 2009 using the keywords:
Acacia Cebil, Piptadenia Cebil, Piptadenia macrocarpa, Anadenanthera macrocarpa,
Anadenanthera colubrina, Piptadenia microphylla, Piptadenia hassleriana. The search
returned 1306 articles, which submitted to the exclusion criteria, were reduced to 34
studies. Of these, only 16 articles aimed to demonstrate the biological activity by
bioassays, while 18 articles confirmed therapeutic action through popular knowledge.
The conclusion that Anadenanthera colubrina has recognized therapeutic potential is
undeniable; however, it is clear that science still has questions about its use, action
mechanism, dosage and treatment indications. This is a promising plant, exploited in
ethnobotanical terms, but still few exploited in the pharmacological sense.

Keywords: Ethnopharmacology. Medical plants. Fitoterapy.
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INTRODUCAO

O género Anadenanthera pertence a secdo Mimosoideae da familia
Fabaceae, ordem Fabales. A primeira descri¢do cientifica data de 1737 no Hortus
Clinffortianus, a partir da observacdo de um espécime no Jardim de Clifford na
Holanda. Pesquisadores como Stanford (1916) e Siri Von Reis Altschul (1964)
compartilham da teoria que este exemplar teve crescimento a partir de sementes
oriundas do Oeste da India ou Norte da America do Sul (TORRES & REPKE, 1996).

A denominagcdo mais remota desta planta é Mimosa peregrina, espécie
catalogada por Linneaus (SAFFORD, 1916), que ndo especificou a causa de ter aplicado
0 epiteto peregrina, no entanto, sua descri¢ao foi baseada em um registro mais completo
do Hortus Clinffortianus (TORRES e REPKE, 1996).

O género Anadenanthera, inicialmente proposto por J. P. M. Brenan (1955)
e Reis Altschul (1964, 1967), consistia de quatro espécies, anteriormente incluidas
como secdo Niopa do género Piptadenia, originalmente concebida por Bentham (1840,
1841-1842, 1874-1875) devido as suas semelhangas morfolégicas. No entanto, o
pesquisador Siri Von Reis Altschul (1964, 1967), em sua revisdo taxonomica do género
considerou este ser composto de apenas duas espécies, A. Peregrina (L.) Speg. e A.
colubrina (Vell.) Brenan, cada uma delas contendo duas variedades. As duas variedades
de A. peregrina sdo A. peregrina (L.) Speg. var. peregrina Reis Altschul e A. peregrina
(L.) Speg. var. falcata (Benth.) Reis Altschul, enquanto as variedades de A. colubrina
sdo A. colubrina (Vell.) Brenan var. colubrina Reis Altschul e A. colubrina (Vell.)
Brenan var. Cebil (Griseb.) Reis Altschul. Elas foram distinguidas por meio de poucos
caracteres morfoldgicos consistentes e suas correlacdes com localizacdes geograficas
particulares. Atualmente, ainda existem equivocos relacionados a taxonomia desta
planta, fato que dificulta comparacao mais acurada entre os trabalhos atuais e trabalhos
do inicio da sua investigacdo farmacoldgica.

Anadenanthera colubrina € descrita na literatura como um arbusto alto (com
altura variando entre 3 e 30 metros), cujo didmetro do caule pode variar entre 30 e 50
cm (REIS ALTSCHUL, 1964). A casca apresenta espessura entre 2-5 cm, com
colora¢do acinzentada, e aspecto liso ou espiculado. Fornece madeira vermelho-escura,
compacta, ndo eldstica, rija, pesada (densidade 1,07 g/cm3), de grande durabilidade,
propria para constru¢do naval e civil, dormentes de ferrovias, marcenaria, carpintaria,
muito utilizada como lenha e na producio de carvio vegetal (CORREA, 1984;
LORENZI, 1998). As folhas sdo compostas, foliolos rigidos, flores brancas dispostas
em capitulos globosos, fasciculados, axilares. O fruto é descrito como uma vagem
achatada, podendo apresentar até 32 cm de comprimento (Figura 1) (CORREA, 1984,
LORENZI, 1998).

fem)

Fig. 1 - Folha e fruto de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.)
Von Reis Alt. Fonte: Saldias (1993)



As sementes de A. colubrina possuem alcaloides psicoativos, dentre os quais
a bufotenina (5-OH-DMT) varia de 1 a 12% da massa das sementes € o N,N-
dimetiltriptamina (N,N-DMT) e 5-metoxi-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT). Registros
remetem a utilizacdo das sementes na forma de rapé, podendo ocasionalmente ser
fumadas ou empregadas por via retal (TORRES & REPKE, 2009).

Esta espécie ocorre apenas ao sul da linha do Equador, e tem uma
distribuicdo estimada entre a latitude de 0°-30°S (HUNZIKER, 1973; REIS
ALTSCHUL, 1964). Foi adaptada as mais variadas condicdes climdticas e ambientais,
essa adaptacdo é muito mais desenvolvida que outras espécies da familia Fabaceae,
podendo ser encontrada em margens de rios ou encostas seca de altitudes de 2700 m
(TORRES & REPKE, 2005).

No Brasil, ocorre numa faixa compreendida desde o Maranhdao até Sao
Paulo, passando por Minas Gerais ¢ Mato Grosso de Sul, sendo uma das espécies
lenhosas tipicas do bioma Caatinga (LORENZI, 1998).

A. colubrina floresce exuberantemente todos os anos durante os meses de
setembro a novembro, 0 que a torna ornamental e prépria para arborizacao de parques e
pracas, seus frutos (vagens) amadurecem de agosto a setembro (LORENZI, 1998).

Apesar de ser uma espécie encontrada na caatinga, bioma exclusivamente
brasileiro, A. colubrina ndo € uma espécie exclusiva do Brasil. Estudos realizados na
América Latina relatam que comunidades da Argentina, Venezuela e Bolivia utilizam
este vegetal para diversos fins terapéuticos ou ndo, utilizando também como
alucinégeno em rituais religiosos (HILGERT, 2001; RODD, 2002; ANGELO, 2004;
MACIA; GARCIA;VIDAURRE, 2005).

METODOS

O presente estudo teve como referéncia as diretrizes metodoldgicas para
realizacdo de uma revisao sistemadtica, as quais estdo de acordo com protocolo pré-
determinado no manual Cochrane para revisdes sistematicas.

A estratégia de busca para identificacio dos estudos se deu através
realizacdo de pesquisa nos bancos de dados virtuais ScienceDirect, SCIRUS, LILACS,
SciELO, SCOPUS, MEDLINE e SciFinder durante o periodo compreendido entre
marco e dezembro de 2009. Para isso foram utilizadas as seguintes palavras-chave:
Acacia Cebil, Piptadenia Cebil, Piptadenia macrocarpa, Anadenanthera macrocarpa,
Anadenanthera colubrina, Piptadenia microphylla, Piptadenia hassleriana. A
utilizacdo da elevada quantidade de palavras-chave € justificada pelo fato da espécie
botanica apresentar diversas sinonimias.

Critérios de inclusao e exclusiao dos estudos

Nesta revisdo foram incluidos artigos com dados sobre etnofarmacologia da
espécie A. colubrina, além de estudos com informagao acerca das formas de utiliza¢do
popular. Os artigos que estavam de acordo com estes critérios foram divididos em tres
grupos: o primeiro grupo compreendeu todos os artigos sobre a avaliacdo do potencial
terapéutico determinada através de bioensaios, incluindo artigos que avaliassem
atividades citotoxica, antioxidante, anti-inflamatéria, imunomoduladora, antimicrobiana
de extratos ou compostos isolados, e o segundo grupo compreendeu estudos sobre
conhecimento do potencial terapéutico, os quais ndo estavam relacionados diretamente
aos bioensaios, mas traziam informacdes relevantes, principalmente de cunho popular,
sobre atividade bioldgica da planta. O terceiro grupo trazia informagdes sobre



isolamento de compostos quimicos realizados na espécie botanica. Nao houve restri¢cao
quanto ao idioma do estudo, nem ano de publicacao.

Foram excluidos os artigos em duplicados nas bases de dados, bem como os
artigos que tinham o objetivo restrito ao estudo genético, paleontolégico, ecoldgico ou
botanico de A. colubrina, sem relatado interesse medicinal, quimico ou qualquer relacao
etnofarmacoldgica.

Coleta dos dados

Os dados foram extraidos de cada estudo, em ambos os grupos, de forma
independente pelos autores. No GRUPO 1, caracterizado pelos relatos da avaliagdo do
potencial terapéutico de A. colubrina através da investigacdo da atividade bioldgica ,
foram extraidas as informacdes acerca do objetivo e conclusdao dos bioensaios. No
GRUPO 2, caracterizado por apresentar informagdes sobre o conhecimento do potencial
terapéutico, foi extraida toda e qualquer informacao acerca do potencial medicinal, além
de informacdes sobre uso terapéutico de qualquer parte do vegetal, sob qualquer forma
de apresentacio medicamentosa. No GRUPO 3, caracterizado pelos artigos de
isolamento de compostos fitoquimicos, foram extraidas informagdes sobre classe
fitoquimica, bem como sua estrutura quimica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) von
Reis Alt., alvo deste estudo, apresenta diversas sinonimias (ALTSCHUL, 1964), assim
como diversos nomes populares e indigenas (Tabela 1). Este fato dificultou a revisdao
dos estudos relacionados ao seu potencial terapéutico, descrito através das indmeras
determinagdes in vitro e in vivo das suas atividades bioldgicas, bem como aquelas sobre
usa utilizac¢do popular.

Nas bases de dados supracitadas foram encontradas 1306 artigos referentes a
espécie botanica, publicados entre os anos de 1955 e 2010. Destes artigos, foram
selecionados 34 estudos apds a utilizagdo dos critérios de exclusdo para a revisdao
sistematica. Dez (10) foram identificados como pertencentes ao GRUPO 1 e estdao
apresentados na Tabela 2 e 18 pertencentes ao GRUPO 2, apresentados na Tabela 3.
Pertencentes ao GRUPO 3, foram identificados apenas 6 artigos, os quais estdao
apresentados na Tabela 4.



Tabela 1 — Sinonimia cientifica, nomes populares e indigenas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) von Reis Alt.

C Nomes Conhecimento Indigena .
Sinonimia . p Referéncia
Populares Nomes Comunidades Pais
e Tupari, Rio Branco . Caspar (1956), Wassén (1965,
Aimpd, Aimpé e Guaporé Brasil 1967b).
AKkiri g?(r)(s);g’ Mato Brasil, Paraguai  Fabian (1992)
‘;?ads Cgbil (Griseb.) Benth . Torres e Repke (2006), Sotelo
Pl.p la dem.a macrocarpa er};t ) h Cebil, Cébil, Ceuvil, . Argentina, de Narvaez (1965 , primeira
vel{v) ;_c;aecnllf(l) d Hggzggrp @ Benth. var. Cibil, Sebil, Sevil. Paraguai, Uruguai citagao datada em 1583),
i . . .
Reis Altschul (1972
Piptadenia macrocarpa Benth. var. Angico = eis Altschul (1972) -
va Chod. & Ha Angico-de-caroco Hatdj, Hatax, Arenas (1992), Califano
i‘?”;”za —10¢: 55 Benth. v Angli . _rmru(f Hé'tax, Jatdj, Jatdj- Wichi Bolivia (1976), Dasso (1985), Dijour
iptadenia  macrocarpa Benth. var. gico-vermelho (1933)
Cebil (Griseb.) Chod. & Hass. Angico-do-campo K < G —Sul_d Pardal (1937
Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Angico-preto urupa, urupat, - tuarant (Su 0 Brasil arda ( ),
Brenan Arapiraca Curupay Brasil) Reis Altschul (1967)
Piptadenia Cebil (Griseb.) Griseb. Angico-de-casca  Vihg ;F/ukarlo, Rio Colombia Reichel-Dolmatoff (1971)
Piptadenia microphylla Benth. aupes .
Piptadenia Hassleriana Chod. Torres e Repke (2006), Reis
Piptadenia Hassleriana Chod. var. . _ Altschul — (1967),  Duviols
fruticosa Chod. & Hass. Vll.ca, Hqﬂca, Peru (1967, citado por Cristobal de
Huillka, Villca, --- Bolivia Albornoz, 1580),
Willka. Larrains Barros (1976),

Yacovleff e¢ Herrera (1934-
1935)




Tabela 2 — Estudos relacionados a atividade biolégica de A. colubrina, comprovada através de bioensaios in vitro e in vivo.

Referéncia Ano  Objetivo Conclusao

Bibliografica

Desmadechelier et 1999  Identificar atividade antioxidante e propriedades anti- Os extratos hidroalcodlico e metandlico testados apresentaram

al radicais livres in vitro de extratos aquoso e atividade in vitro propostas nos testes. O extrato metandlico da casca
metanodlico da casca de A. macrocarpa e mais trés de A. macrocarpa apresentou a maior atividade antioxidante e seu
outras espécies utilizadas como agentes anti- extrato aquoso mostrou a maior atividade contra o fon peroxila
inflamatérios no interior da Bahia. sugerindo que estas propriedades possuem um importante papel na

atividade anti-inflamatdria da planta.

Tokarnia et al 1999  Estudar a intoxicacdo cianidrica em bovinos As folhas de A. colubrina sao mais toxicas quando em brotos do que
promovida por A. colubrina e outras plantas maduras. Sua toxicidade é perdida lentamente quando dessecadas. Os
cianogénicas. resultados positivos do teste do papel picro-sédico realizado foram

mais lentos para brotos de A. colubrina e mais retardadas nas folhas
maduras sugerindo que o teste tem valor apenas relativo na avaliacio
de glicosideos cianogénicos em material vegetal.

Brito et al 2000  Testar em coelhos a toxicidade de folhas secas de P. A toxicidade neuromuscular em coelhos foi observada em folhas
macrocarpa coletadas e armazenadas durante 4-6 dessecadas armazenadas nos primeiros cinco meses. A dose letal de
meses sob duas formas: sacos de algoddo e 6g/kg foi caracterizada nas folhas em fase brotacdo e posteriormente
embalagens de vidro. dessecadas.

Moretao et al 2003  Estudar a atividade imunoldgica da goma extraida de A exposicdo in vitro do ARAGAL aumentou a atividade fagocitica de
A. colubrina, formada por um complexo de macréfagos com uma relacdo tempo e dose-dependente. Os resultados
heteropolissacarideos acidos, constituidos obtidos sugeriram que a goma possivelmente possui um papel como
principalmente por galactose e arabinose (ARAGAL) mediador de resposta imunoldgica.
em macrofagos peritoneais de ratos.

Moretao et al 2004  Determinar a atividade antitumoral e A exposi¢do in vitro e in vivo do ARAGAL aumentou a habilidade

imunomoduladora da goma extraida de A. colubrina,
formada por um complexo de heteropolissacarideos
acidos, constituidos principalmente por galactose e
arabinose (ARAGAL) na ativacdo de macrdéfagos
peritoneais in vivo € in vitro.

fagocitdria e produgdo de superdxido, bem como aumentou em
ndmero os macréfagos peritoneais de ratos e a producdo de (fator de
necrose tumoral alfa) o-TNF pelos macréfagos, que se mostraram
habeis em destruir células do Sarcoma 180. Esses resultados sugerem
a possivel participacio do ARAGAL como mediador de resposta
imunolodgica frente a tumores.




Luna et al

2005

Testar a atividade moluscicida e larvicida de 23
espécies de plantas.

O extrato da casca de A. macrocarpa composta basicamente de fenois,
flavonoides e terpenos apresentou atividade larvicida e moluscicida.
outras espécies apresentaram toxicidade mais pronunciada como
Operculina macrocarpa e Caesalpinia echinata.

Schepetkin; Quinn

2006

Artigo na forma de review que aborda informacdes
sobre as propriedades terapéuticas de diversos
polissacarideos oriundos de plantas, fungos e algas
com atividade moduladora de macréfagos. O artigo
aponta possiveis adjuvantes terapéuticos com esta
propriedade.

A maioria dos polissacarideos com atividade imunomoduladora
produzidos por plantas ligam-se a uma variedade de receptores na
superficie de macréfagos como CDI14 e CR3. O tratamento com
polissacarideos de plantas induz ativacdo de NF-kB promovendo
secrecdo de diversos compostos incluindo citocinas, no entanto pouco
se conhece sobre a estrutura molecular dos polisacarideos.

Da Silva et al

2006

Realizar entrevistas com produtores e técnicos dos 17
municipios que compdem a regido do Seridd, Rio
Grande do Norte — Brasil, para identificar plantas
téxicas para bovinos e equinos.

Foram reportados diversos casos de intoxicacdo de ruminantes por
diversas espécies de plantas, incluindo vegetais de toxicidade ainda
nao comprovada. A intoxicagdo por plantas cianogénicas como A.
colubrina sao importantes na regido e o acesso a galhos e folhas,
principalmente, estd relacionado a quebra de galhos durante temporais
e ventanias, corte para aproveitamento da madeira ou ingestdo dos
brotos de folhas cortados por formigas. Todos relataram que tomam
devidos cuidados em cercar os animais durante corte ou poda do
angico. Os sintomas descritos do envenenamento sugerem toxicidade
neuromuscular. De acordo com os entrevistados, a morte dos animais
ocorreu em até duas horas.

Da Silva et al

2009

Avaliar o efeito sinérgico de extratos vegetais do
angico e de outras plantas como o manjericio com
Mancozeb no controle de infeccdes por Fusarium
oxysporum Realizar comparacdo destes extratos ao
fungicida quimico, em sementes de feijdo caupi.

O extrato combinado de angico e manjericao ndo inibiu o crescimento
micelial do fungo. O extrato de manjericao isoladamente, se mostrou
um potente fungicida. A associacdo de Mancozeb e extrato de angico
proporcionaram uma reducdo do desenvolvimento da infeccdo fungic
nas plantas avaliadas.

Svetaz et al

2010

Investigar a atividade antiftingica em plantas
utilizadas popularmente contra micoses, € comparar
as plantas ndo utilizadas para esses fins. Identificar
diferencas nas atividades de plantas com potencial
antifingico frente a dermatéfitos, leveduras ou
Aspergillus spp.

As abordagens etnofarmacoldgicas sdo ferramentas importantes na
busca por tratamentos e para cura de micoses superficiais, pois
fornece informacdes sobre plantas com atividade antifingica.




Tabela 3 — Estudos relacionados a etnofarmacologia da espécie A. colubrina (indicagao terapéutica, parte utilizada da planta , forma de utilizacao).

Referéncia Indicacao Terapéutica Parte da planta Forma de utilizacao
utilizada
Paula, 1981 Tratamento de doencas hepdticas, infeccdo gonocdcicas, Casca do caule e Coccio da casca do caule, gargarejo.
leucorreia e infec¢do ovariana, piorreia e bronquites, dores sementes Inalacdo de sementes moidas secas.

de cabeca, resfriados e sinusites.

Agra et al, 1994; Agra et al, 1996;
Agra, 1996; Agra, 1999;
Albuquerque & Oliveira, 2007.

Tratamento da tosse, tosse cronica, bronquite e inflamacao
geral.

Cascas do caule

A partir da maceragdao em um litro de vinho
ou cachaca. A mistura é ingerida trés vezes
ao dia até que os sintomas desaparecam

Hilgert, 2001

Apresenta agdo anti-inflamatoria e antipirética

Cascas do caule

Coccio e ingestdo da infusao.

Almeida et al,, 2006

Tratamento da bronquite e pneumonia. A agdo terapéutica é
justificada pela presenca de fenois, taninos, triterpenos e
quinonas.

Cascas do caule

Coccio e ingestdo e inalacio da infusdo.

Macia, Garcia e Vidaurre, 2005

Utilizado com objetivo de retardar menstruacio.

Sementes da vagem

Coccio e ingestio da infusao.

Albuquerque, 2006

Utilizado no tratamento da tosse

Cascas do caule

Coccdo juntamente com acticar ou mel
(xarope) e ingestdo da mistura.

Agra et al, 2007

Utilizado no tratamento da tosse, bronquite e coqueluche

Cascas do caule

Realizada da maceracdo em bebida alcodlica
destilada. Ingestdo da bebida.

Albuquerque et al, 2007a

Tratamento da anemia, tosse, processo inflamatério, asma,
gripe.

Cascas do caule

Solugdo hidroalcodlica com bebida destilada.
Ingestdo da bebida.

Albuquerque et al, 2007b

Tratamento da anemia, tosse, asma, bronquite, gripe, prisdo
de ventre, processos inflamatoérios, neoplasias, distirbios
hemostéticos, trauma, difteria, fissuras nos pés, gastrite.
Utilizado como expectorante.

Cascas do caule, raiz,
flor, folha, fruto

Maceracdo e coccdo da casca do caule,
associado ao agicar ou mel. Maceragdo em
bebida alcodlica. Ingestdo da bebida.

Lucena et al, 2007

Apresenta atividade anti-inflamatéria e ¢é utilizado no
tratamento de doencas respiratorias.

Cascas do caule

Aratjo et al., 2008

Apresenta atividade anti-inflamatéria

Cascas do caule

Extrato alcodlico produzido com bebida
destilada

Brandao et al., 2008; Monteiro et
al, 2006

Utilizado no tratamento da Bronquite

Resina do caule

Maceracdo com bebida alcodlica e dgua, e
ingestdo da bebida.

Monteiro et al, 2006

Tratamento de processos Inflamatdrios, tratamento de
feridas, tratamento de doencas do aparelho geniturindrio,
respiratdrio (especialmente tosse). Uso veterindrio

Casca do caule

Coccdo e ingestdo ou produgdo de extrato
alcodlico para uso externo.




Tabela 4 — Estrutura dos compostos quimicos isolados da A. colubrina.

Nome dos compostos

Estrutura quimica dos compostos

Classe de metabolito

isolados isolados secundario Parte da planta Referéncia Bibliografica
Me Vagens Tacobucci et al, 1964
HO N
Bufotenina \Qj/\/ e Alcaloide .
N Semente Pachter et al, 1959; Fisch et al, 1955;
F|| Tacobucci et al, 1964; Yamasato et al, 1972
e
N Semente Tacobucci et al, 1964; Yamasato et al, 1972
N, N- dimetiltriptamina N | Me Alcaloide
I
H Vagens Fisch et al, 1955
H
MaD M
F N. ~,
5 MCFOXI N | Ma Alcaloide Casca Iacobucci et al, 1964
metiltriptamina M
!
S\Q\. /rv"E
Oxido de bufotenina Alcaloide Semente Fisch et al, 1955




.. N
d(i)mxz:(tii(; t?ii)tljl,nli\lr;a @\_/"/\/ e Alcaloide Semente Fisch et al, 1955
N

HO 0
Apigenina O | Flavonoide Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004

HO o
Anadanthoflavona G | Flavonoide Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004

HO O, .
Anadanthosideo ‘@:J\ Flavonoide Casca Piacente et al, 1999
Oyl

Flavonoide Cerne Miyauchi et al, 1976

_ HO O
Prosopina m
Oyl

Mel o o
Dalbergina = Outro comp osto Cerne Miyauchi et al, 1976
HO aromatico




Mel

aromatico

OMe
Mel - o 0
Kuhimannina utro co/n?posto Cerne Miyauchi et al, 1976
H P aromatico
Ph
Ph
o =
) . . ro com ) .
Dimetoxidalbergina Outro composto Cerne Miyauchi et al, 1976
e
O,H

Acido cindmico

Outro composto
aromaético

Partes aéreas

Gutierrez-Lugo et al, 2004

Acido 4-hidroxibenzoico

5
Coo
OH

H

Outro composto
aromético

Partes aéreas

Gutierrez-Lugo et al, 2004

Alnusenol

Terpenoides

Partes aéreas

Gutierrez-Lugo et al, 2004

-amirina

Terpenoides

Partes aéreas

Gutierrez-Lugo et al, 2004




o-amirina

Terpenoides Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004
Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004

Lupeol Terpenoides
Cerne Miyauchi et al, 1976
Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004

Lupeona Terpenoides
Cerne Miyauchi et al, 1976
Acido betulinico Terpenoides Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004
Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004

Esteroides

B-sitosterol

Cerne

Miyauchi et al, 1976




Esteroides

Daucosterol Cerne Miyauchi et al, 1976

Palmitato de B-sitosteril Esteroides

Cerne Miyauchi et al, 1976

=0

MafCH,).

1 1 . Z :
Stigmastero Esteroides Partes aéreas Gutierrez-Lugo et al, 2004




Muitas espécies de plantas medicinais presentes na caatinga sdao amplamente
conhecidos e utilizadas pela populacdo, incluindo a Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan var. cebil (Griseb). O numero de estudos de plantas medicinais na regido semi-
arida do Nordeste tem crescido progressivamente. A maioria destes estudos é descritiva,
no entanto, apresentam também uma visdo popular que anuncia a plantas junto as suas
indicagdes terapéuticas, modo de utilizacdo, e a parte utilizada para preparagcdo
terapéutica (CABRAL & AGRA, 1998; COSTA-NETO & OLIVEIRA, 2000; SILVA
& ANDRADE, 2002; ALMEIDA & ALBUQUERQUE, 2002; MOREIRA et al, 2002;
ALBUQUERQUE & ANDRADE, 2002a, b; ALMEIDA et al, 2006). Os testes sobre
conhecimento especifico de plantas locais, entretanto, sdo raros (ALMEIDA et al.,
2005; MONTEIRO et al., 2006) e tém sido geralmente limitados a construcdo de
generalizagdes sobre o uso de recursos medicinais em regides dridas e semi-aridas

Estudos mostram que a A. colubrina ¢ uma das mais populares espécies
botanicas cujas propriedades medicinais sdo amplamente referidas pela populacio
nativa da drea endémica desta espécie (AGRA et al, 2007).

A. colubrina também t€m sido documentada por Albuquerque et al (2007)
em duas pesquisas realizadas no Mercado de Sao José, no Recife, Estado de
Pernambuco, Brasil. Estes estudos foram conduzidos através da aplicacdo de
questiondrios especificos, e concluiram, que na maioria das vezes, a planta €
administrada oralmente, preparada por decoccdo, infusdo, maceracdo ou como sumo,
obtido apds a maceracao das folhas ou outras partes da planta com agua.

Algumas preparacdes sdo descritas por Agra et al. (2007) pelo nome de
"garrafada", constituida por uma preparacao de diferentes plantas, principalmente raizes
e cascas de caule. O processo de preparacao inclui maceracdo e armazenamento de parte
da planta por um periodo de 3 dias a 1 semana em bebida alcodlica destilada
(preferencialmente cachaca). Ela ¢é wusada principalmente por adultos, mais
freqiientemente pelos homens. Outras preparacdes sdo os xaropes de aciicar ou mel, que
sao conhecidos no folclore como "lambedor", sdo usados principalmente no tratamento
de doencas pedidtricas, inflamacdes de garganta ou como expectorante. Para uso
externo, a forma preferida é a aplicacdo em cataplasma, indicada principalmente para
dores reumaticas, inflamagdes dermatoldgicas e udlceras externas, nesta preparacdo, as
folhas sao aquecidas com manteiga ou azeite e aplicadas sobre a parte afetada.

Alguns fitoterapicos para uso externo sdo preparados como decoccio e sdao
utilizados para lavar as dreas afetadas por doencas de pele ou indicado apds o banho
sem restricdo a drea lesada. Este modo de utilizagdao também foi documentado em um
levantamento de plantas medicinais comercializados na Bolivia por Macia, Garcia e
Vidaurre (2005). Em Santa Cruz, Bolivia, € utilizada ndo somente para fins medicinais,
mas também para curtir o couro, além da utilizacdo da sua madeira para fins de
constru¢do ou como lenha (SALDIAS, 1993).

Albuquerque et al (2006) justificou o conhecimento e ampla citacdo de A.
colubrina pela populacdo sertaneja adepta a medicina popular pelo fato de ser uma
arvore autoctone e, sendo a casca a parte mais utilizada, a sua disponibilidade ndo ¢é
limitada pela sazonalidade. Popularmente, a casca do caule ¢ unanime como a mais
utilizada na preparacao de cocgdes e tinturas. Uma importante caracteristica das plantas
medicinais para a comunidade € o fato de ter um fornecimento continuo para elaboragdo
de preparagdes terapéuticas, como por exemplo, a casca do caule. Entretanto, o
fornecimento continuo de matéria prima ndo garante sustentabilidade de suas colheitas,
uma vez que a coleta destes materiais podem destruir o exemplar botanico e ndo garantir
novas coletas (ALBUQUERQUE & ANDRADE, 2002a; ALBUQUERQUE et al,
2005a, b).



Em alguns trabalhos foi demonstrado que a casca do caule de A. colubrina
contém, em média, 15,38% de tanino. As vagens contém sementes com 3% de taninos e
cerne 1,8% deste metabdlito secunddrio (CORREA, 1984; LORENZI, 1998).

E uma das plantas mais empregadas pelos curtumes; dela exsuda abundante
goma resina com aplicagdes industriais € medicinais, pois é empregada no tratamento da
bronquite (CORREA, 1984; LORENZI, 1998). Estudos mais recentes demonstraram
que a quantidade de taninos na casca do caule poderia variar de 3,21 a 11,07% em
relacdao ao peso total (MONTEIRO, 2005; NOZELLA, 2001), ja que a concentragdo
destes compostos depende da interacdo planta-ambiente, em resposta a diversos fatores
bioldgicos e quimicos, como concetracdo de nitrogénio e oxigénio no solo (FREITAS et
al, 2004). O mesmo estudo ainda demonstrou ndo haver diferencas significativas entre
os teores de taninos e flavonoides da casca da arvore e de suas folhas.

MORS et al (2000) relataram uma evidente atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico da casca do caule de A. colubrina, no entanto, alguns estudos
questionam esta atividade bioldgica. O trabalho de Gongalves, Alves Filho e Menezes
(2005) expde uma inexistente atividade antimicrobiana dos extratos desta espécie, e
aponta como causa a resisténcia das linhagens de microrganismos a antibiéticos usuais.
Este estudo ainda sugere que os micro-orrganimos teriam apresentado resisténcia
também a fracdo hidroalcodlica do extrato bruto.

Os micro-organismos os quais foram testados as drogas vegetais, na maioria
dos estudos relatados na literatura, ndo tiveram sua resisténcia testada contra
antibidticos comerciais, assim como nao foram quantificados teores de metabolitos
secunddrios como taninos € flavonoides. Esse fato dificultou a compara¢do mais
acurada entre estes resultados discrepantes.

Embora muitos metabdlitos sejam relatados neste género (Tabela 4), poucos
trabalhos foram realizados mostrando a importancia bioldgica de seus compostos
isolados e purificados. Gutierrez-Lugo et al. (2004), estudando os inibidores da
lipoxigenase, verificaram que entre os 12 compostos isolados das partes aéreas de A.
colubrina, os mais ativos eram: anadanthoflavona, lupenona, lupeol, o-amirina e
apigenina. A inibicdo da lipoxigenase é uma drea de pesquisa significativa devido a
suas implicacdes no tratamento do cancer, da aterosclerose e de vdérias doencas
inflamatérias (STEELE et al, 1999; BRASH, 1999; NATARAJAN et al, 1996).

Desmarchelier et al (1999) relataram que o extrato das cascas do caule de A.
colubrina suprimiu a geracdo de radicais peroxila e a degradacdo do DNA mediado pelo
radical hidroxila, como também inibiu a peroxidacgao lipidica em ratos. Desta forma, os
resultados obtidos sugeriram que tal atividade antioxidante pode desempenhar um papel
importante na atividade anti-inflamatdria descrita para esta planta.

Em outra investigacdo relacionada com A. colubrina, foi comprovado que o
extrato das cascas de sua madeira apresentou toxicidade contra Artemia salina, um
microcrusticeo de dgua salgada (LUNA et al, 2005). De acordo com McLaughlin,
Chang e Smith (1991), este ensaio € considerado uma ferramenta util para a avaliagdo
preliminar de toxicidade e tem mostrado boa correlagao com atividade citotoxica frente
a tumores sélidos humanos.

A utilizagdo de produtos farmacé€uticos contendo a espécie A. colubrina
(Elixir Sanativo®) originam-se das propriedades adstringentes de sua casca. A decoc¢dao
da casca ralada ¢ utilizada para complicacdes hepdticas, gonorreia, leucorreia, infec¢ao
dos ovérios e como depurativo do sangue. O xarope da casca e da resina ¢ administrado
por via oral no tratamento da bronquite e angina. Também a decocg¢do da casca e resina
€ utilizada em gargarejos e no tratamento da piorreia. Para dores de cabeca, resfriados e
secrecdo pulmonar sdo realizados inalagdes de quantidades pequenas de sementes



previamente secas ao sol, assadas e moidas (PAULA,1981; MONTEIRO et al, 2006).
No entanto, Brandao et al (2008) expde que ndo ha comprovagdo cientifica das
propriedades asseguradas pela medicina popular desta planta medicinal.

Extratos hidroalcodlico e acetato de etila da espécie Anadenanthera
colubrina apresentaram o alcaleide N,N-imetiltriptamina, esteroides (palmitato de [-
sitosterol, P-sitosterol, glicosideos), flavonoides, triterpeno (lupeol), € compostos
fendlicos (dalbergina, 3,4,5-dimetoxidalbergina) (LORENZI & MATOS, 2002).

Investigacdes quimicas das partes dereas desta arvore resultou no isolamento
de um novo flavonoide chamado de anadanthoflavona, além dos acidos alnusenol
lupenona, lupeol, estigmasterol, apigenina, dcido 4-hidrobenzénico e acido cinamico
(GUTIERREZ-LUGQO et al, 2004). O alcaloide com propriedades psicotrOpicas presente
em sua estrutura é a bufotenina (DANTE ANGELO & CAPRILES, 2004). A casca
desta arvore € rica em taninos, que conferem propriedades medicinais, tais como agao
anti-inflamatoéria, anti-oxidante e antimicrobiana (DESMARCHELIER et al, 1999,
MONTEIRO et al, 2005). A resina de A. colubrina demonstrou forte atividade
antitumoral frente a linhagem de células do sarcoma 180 (MORETADO et al, 2004), em
consonancia com as indicacdes populares abordadas nesta revisao.

Outros trabalhos t€ém enfocado principalmente a importancias de substancias
psicoativas como parte de cerimodnia religiosas, utilizando para isso alguma parte da
espécie A. colubrina (DANTE ANGELO & CAPRILES, 2004).

Fisch et al. (1955) estudaram a composi¢do quimica das sementes e vagens
de duas espécies, A. peregrina Benth. e A. colubrina Benth. Nas sementes e vagens
de ambas as espécies foram encontradas quatro bases inddlicas. As vagens
continham o composto N,N-dimetiltriptamina e as sementes as substancias bufotenina e
os Oxidos dessas duas substincias (Tabela 4). Os autores citaram ainda a presenca
dessa substancia como o alcaloide majoritdrio nas espécies estudadas. De acordo com
Pachter et al. (1959), as sementes de A. colubrina constituem-se em uma rica fonte
de alcaloides, sendo também bufotenina o alcaloide mais abundante.

No Brasil e na América latina, existem indicios do uso de sementes de A.
colubrina como rapé (SMET & RIVIER, 1987). A producdo manufaturada de “rapé”
tem por finalidade sua utilizacdo em rituais.

Nesta conjuntura, mesmo que se tenha um conhecimento popular acerca da
acdo terapéutica de A. colubrina, ainda existe a necessidade de uma maior investigacao
cientifica com finalidade de averiguar e comprovar as informagdes obtidas através do
conhecimento popular.

CONCLUSAO

Anadenanthera colubrina apresenta um potencial terapéutico reconhecido e
utilizado pela medicina popular. A espécie botanica é nativa da caatinga, encontrada
principalmente no nordeste brasileiro e, apesar de amplamente utilizada na medicina
tradicional pelos nativos da regido, apresenta questionamentos cientificos, inerentes ao
seu uso, mecanismo de acdo, posologia e indicacdes de tratamento. Embora muitos
metabolitos sejam relatados como isolados do género Anadenanthera, poucos trabalhos
foram realizados mostrando a importancia bioldgica de seus compostos puros.Trata-
se de uma promissora planta, explorada do ponto de vista etnobotanico e econdmico,
mas ainda pouco explorada farmacologicamente.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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