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Secondatia floribunda A. DC. em fungdo da sazonalidade e em diferentes fases
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RESUMO

As plantas constituem uma das fontes mais importantes de novas substancias utilizadas
diretamente como agentes medicinais e a ecologia quimica tem se mostrado promissora na
busca de espécies medicinais prioritarias para investigagdes quimicas e farmacoldgicas.
Secondatia floribunda A. DC. (Apocynaceae) se destaca como medicinal, mas néo
apresenta sua composicdo quimica e atribuices medicinais comprovadas. O presente
estudo teve por objetivo estabelecer o perfil quimico de Secondatia floribunda, analisar a
variabilidade nos seus componentes quimicos com a influéncia da sazonalidade e das
diferentes fases fenologicas, além de verificar esta variagdo na sua bioatividade. Foram
selecionados trés individuos e utilizadas amostras de entrecasca do caule e cerne
primeiramente para avaliar a composicdo quimica. Para analisar a variabilidade dos
constituintes quimicos da espécie durante dois anos foram realizadas coletas trimestrais
compreendendo as estacdes chuvosa e seca e as fases vegetativas e reprodutivas. Foram
preparados extratos etanolicos das amostras e realizada a triagem fitoquimica e a
quantificacdo do teor de fendis e flavonoides totais destes extratos. A composicao fenodlica
foi determinada e quantificada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-
DAD). A Espectroscopia de Infravermelho foi realizada utilizando a medida do tipo
Reflexdo Total Atenuada com Transformada de Fourier (ATR-FTIR). Foram realizados
ensaios antibacterianos para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da
modificacdo a aminoglicosideos. O potencial antioxidante foi determinado pelos testes de
inibicdo do radical 1-1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), captura do radical 2,2’-azinobis-3-
etilbenzenotiazolina-6-sulfonico (ABTS), poder antioxidante de reducédo do ferro (FRAP) e
atividade quelante de fons ferro (Fe?*). Os extratos mostraram ser uma fonte de diversas
classes de compostos fendlicos e flavonoides. Os espectros de infravermelho apresentaram
caracteristicas semelhantes, tendo entre suas principais bandas o grupo hidroxila (OH). A
atividade antibacteriana apresentou resultados clinicamente significativos frente as
linhagens testadas. Na modulacdo, observaram-se efeitos sinérgicos e antagbnicos para
ambos os extratos. Para a variabilidade da composicao fendlica, o rendimento dos extratos
foram maiores no periodo chuvoso, em baixos niveis de precipitacdo e durante os dois anos
apresentaram alteragdes nos niveis em todas as coletas e entre as partes vegetais,
respondendo tanto quantitativamente como qualitativamente a sazonalidade e a fenologia.
Na atividade antioxidante os extratos demostraram melhores resultados durante o periodo
seco nos testes DPPH e ABTS, e durante o periodo chuvoso em FRAP e quelante. Este
estudo contribui como o primeiro relato para o conhecimento quimico e bioldgico de
Secondatia floribunda e sugere que seja fonte clinicamente relevante na terapia
antibacteriana e antioxidante, pela presenca de niveis consideraveis de compostos com
atividade ja reconhecida. Assim, os presentes resultados também podem ser Uteis para
ampliar o conhecimento sobre a espécie e favorecer no desenvolvimento de padrdes de
coleta para obtencdo de maiores concentragdes de compostos aqui identificados que sdo
destinados ao uso terapéutico.

Palavras-chave: Ecologia Quimica; Apocynaceae; Sazonalidade; Composi¢do Fendlica;
Atividade antibacteriana; Capacidade Antioxidante.
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February 2018. Chemical composition and biological activity variability of Secondatia
floribunda A. DC. in function of seasonality and in different phenological phases. José
Galberto Martins da Costa (Orientador); Marta Maria de Almeida Souza
(Coorientadora).

ABSTRACT

Plants are one of the most important sources of new substances used directly as medicinal
agents and chemical ecology has shown promise in the search medicinal species with
priority for chemical and pharmacological investigations. Secondatia floribunda A. DC.
(Apocynaceae) stands out as medicinal, but does not present its chemical composition and
proven medicinal attributions. The present study aimed to establish the Secondatia
floribunda chemical profile to analyze the variability in its chemical components with the
influence of seasonality and different phenological phases, in addition to verifying the
variation in its bioactivity. Three individuals were selected where stalk sap and core
samples were used to firstly evaluate their chemical composition. To analyze the chemical
constituent variability of the species during two years, quarterly collections were
performed, including both rainy and dry seasons, as well as vegetative and reproductive
phases. The ethanolic extracts were prepared and were performed phytochemical triage and
total phenol and flavonoid content quantifications. Phenolic composition was determined
and quantified by High Performance Liquid Chromatography (HPLC-DAD). Infrared
Spectroscopy was performed using the Attenuated Total Reflectance Fourier Transform
Infrared (ATR-FTIR) measure. Antibacterial assays were performed to determine the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and aminoglycoside modification. Antioxidant
potential was determined by the 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH’) radical inhibition
assays, 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS™) radical scavenging,
iron reducing antioxidant power (FRAP) and iron ion (Fe?*) chelating activity. The extracts
proved to be a source of several classes of phenolic and flavonoid compounds. The
infrared spectra presented similar characteristics, having among their main bands the
hydroxyl group (HO). The antibacterial activity presented clinically significant results
against the tested strains. For antibiotic modulation, synergistic and antagonistic effects
were observed for both extracts. For the phenolic composition variability, the extract yields
presented the highest quantities in the rainy season, during low levels of precipitation
where during the two years changes in the levels in all the collections and between the
vegetal parts were observed, responding both quantitatively and qualitatively to seasonality
and phenology. In the antioxidant activity assays the extracts showed better results during
the dry period for the DPPH and ABTS tests, and during the rainy period for FRAP and
chelating assays. This study, as the first to report on the chemical and biological
knowledge regarding Secondatia floribunda, suggests that it is a clinically relevant source
in antibacterial and antioxidant therapy due to the presence of considerable levels of
compounds with previously recognized activity. Thus, the present results may also be
useful for widening knowledge regarding the species and favoring the development of
collection patterns to obtain higher concentrations of the compounds identified herein
which are intended for therapeutic use.

Key words: Chemical Ecology; Apocynaceae; Seasonality; Phenolic composition;
Antibacterial activity; Antioxidant Capacity.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento a respeito das plantas medicinais e suas utilizacdes tem sido objeto
de estudo em diferentes regides geograficas. A realizacdo de pesquisas etnobioldgicas tem
demonstrado o valor da biodiversidade para a bioprospeccdo (SHELLEY, 2009;
ALBUQUERQUE, 2010; RIBEIRO et al., 2014), que surge como uma ferramenta
importante ao acesso de novas estratégias para a investigacdo, desenvolvimento e
exploracdo racional dos recursos medicinais derivados da flora (PATWARDHAN e
MASHELKAR, 2009; ALBUQUERQUE et al., 2012).

Estudos etnobioldgicos realizados nas diferentes formacgdes vegetais do Brasil sdo
instrumentos promissores na descoberta de novas drogas, uma vez que o Brasil possui uma
elevada biodiversidade e endemismo associados a uma riqueza consideravel de
conhecimento sobre a sua flora (KONG et al., 2009; FONSECA-KRUEL e PEREIRA,
2009). O conhecimento tradicional como estratégia de selecdo de plantas e seus
tratamentos terapéuticos, abre varias opcoes para a analise de dados por meio de ordenacgédo
das espécies, dando prioridade a um determinado conjunto de plantas para estudos mais
aprofundados (ARAUJO et al., 2008). A busca sistemaética por substancias com potencial
medicinal tem sido realizada por diversas abordagens, dentre elas a ecologia quimica, que
auxilia a descoberta de novos medicamentos com base em previsdes da distribuicdo de
substancias oriundas do metabolismo secundario das plantas em funcdo das relacdes
ecoldgicas (COLEY et al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2012).

Desta forma, as pesquisas com plantas medicinais vao além de investigacdes da
medicina tradicional local, envolvem a bioquimica ecoldgica para uso e conhecimento dos
recursos medicinais disponiveis (ALMEIDA et al., 2005; SILVA et al., 2014). Além disso,
favorece na caracterizacao, isolamento e purificacdo de compostos bioativos provindos do
metabolismo secundario, para utilizagdes farmacoldgicas de extratos e de constituintes
quimicos isolados (MACIEL et al., 2002; CRAGG e NEWMAN, 2012).

Os metabdlitos secundarios além de apresentarem diversas aplicagbes que
representam grande importdncia ecolégica para as plantas, principalmente no
desenvolvimento de defesas quimicas, tambem podem agir em alvos celulares funcionando
no tratamento de doencas humanas (FERREIRA e PINTO, 2010; VERMA e SHUKLA,
2015), o que configura uma importante fonte de substancias utilizadas na prospeccao de
novos medicamentos (CRAGG e NEWMAN, 2012).
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Estes metabolitos secundérios nas plantas sdo frequentemente afetados em fungéo de
diversas condicOes ambientais, peculiares de cada local e podem apresentar variagéo
qualitativa e quantitativa na producdo de principios ativos responsaveis pelas atividades
bioldgicas (CIRAK et al., 2007a; CRISTIANS et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2014,
OUERGHEMMI et al., 2016). As mudancas nos mecanismos bioquimicos das plantas
ocorrem pela influéncia de indmeros fatores que atuam correlacionados entre si ou
isoladamente (GOBBO-NETO e MORAES, 2007). Entre os principais fatores bioticos e
abioticos que interferem no metabolismo da planta e, consequentemente, no conteddo
quimico total e nas proporcdes relativas dos compostos quimicos estdo a sazonalidade
climatica (GOUVEA et al., 2012), disponibilidade de 4&gua, a radiacdo solar
(GOUINGUENE e TURLINGS, 2002; ARAUJO et al., 2015), radiacéo ultravioleta (UV),
o0 ritmo circadiano (BLANK et al., 2005, SOUZA et al., 2010), a fase fenoldgica (CIRAK
et al., 2007b; LAGO et al., 2007), a composicdo do solo (DUARTE et al., 2010;
BARBOSA et al., 2012) entre outros.

Dentre a variedade de constituintes quimicos produzidos pelas plantas, os compostos
fenolicos estdo entre os mais diversificados cujo interesse esta relacionado a importancia
para a salde humana, uma vez que estes apresentam efeitos bioldgicos de grande alcance,
como por exemplo, atividades anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatdria, antiviral, antialérgica, anti-hipertensiva, entre outras (MIDDLETON et al.,
2000; SOOBRATTEE et al., 2005; DAGLIA, 2012; SHARMA et al., 2012; KOOLEN et
al., 2013; KARDUM et al., 2014; PISTOLLATO et al., 2015). Esses compostos bioativos
sdo bons sinalizadores de plantas saudéveis e desempenham um papel fundamental para a
capacidade de adaptacdo das espécies vegetais em seu ambiente natural (NACZK e
SHAHIDI, 2006), tendo seu conteddo frequentemente influenciado por diferentes fatores
de estresse bioticos e abidticos (HANSEN e WOLD, 2010; SARTOR et al.,, 2013;
OUERGHEMMI et al., 2016), principalmente a sazonalidade e a radiagdo UV. Assim, as
mudancas nos niveis e producdo destes compostos refletem igualmente na atividade
bioldgica as quais estdo relacionados.

Desta forma, varios estudos tém reconhecido a importancia da variabilidade quimica
de espécies vegetais utilizada na terapéutica a fim de comparar estas variacbes nos
componentes quimicos ativos em diferentes periodos e também para propor padronizacgdes
(SOUSA et al., 2014; YAO et al., 2016).

Os entendimentos de como estes fatores interferem no metabolismo de plantas

utilizadas como medicinais podem ser um caminho para uma maior efetividade na
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descoberta de novas drogas, e assim, tornar as pesquisas mais rapidas, eficazes e
economicamente eficientes no que diz respeito também ao desenvolvimento de técnicas de
manejo de plantas medicinais (FIGUEIREDO et al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2012).
Estas técnicas podem colaborar com o desenvolvimento de pardmetros de coleta para a
obtencdo de maiores rendimentos de substancias alvo com concentraces desejaveis de
compostos quimicos bioativos e que se encaixam as necessidades das comunidades locais e
do mercado (YARIWAKE et al., 2005; YAO et al., 2016).

Entretanto, ainda sdo poucas as pesquisas que conseguem elucidar a variacdo dos
constituintes quimicos das espécies de acordo com as caracteristicas do ambiente e suas
funcionalidades. A maioria dos estudos se concentra em analisar a variagdo quimica em
Oleos essenciais e incluem predominantemente espécies até ja comercialmente conhecidas
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007) poucos avaliando as que possuem relatos medicinais e
que ainda estdo presentes somente em ambientes naturais e/ou conservados.

Neste contexto, Secondatia floribunda A. DC. (Apocynaceae) destaca-se por ser
endémica do Brasil e por sua abundancia em areas de Cerrado da Chapada do Araripe, ao
sul do estado do Ceara. Na regido a espécie apresenta diversas propriedades terapéuticas
relatadas em estudos etnoboténicos, sendo utilizada principalmente suas cascas e
entrecascas como afrodisiaca, para impoténcia sexual, complicagdes nervosas, depresséo,
fraqueza, reumatismo e diferentes condicdes inflamatorias (RIBEIRO et al., 2014;
MACEDO et al.,, 2015; SARAIVA et al., 2015). Mesmo com diferentes atribuicdes
medicinais este € o primeiro estudo sobre a composi¢do e a variabilidade quimica de S.
floribunda, assim como das suas bioatividades, também com a influéncia da variacdo de
compostos.

Diante do exposto, considerando a importancia de plantas medicinais e a escassez de
pesquisas referentes a composicdo quimica destas espécies com a influéncia de fatores
ambientais, este trabalho teve por objetivo estabelecer o perfil quimico de Secondatia
floribunda A. DC, avaliar sua atividade antimicrobiana e moduladora, analisar a
variabilidade na sua composi¢do quimica com a influéncia da sazonalidade e das diferentes
fases fenoldgicas, além de verificar esta variacdo e determinar a capacidade antioxidante

da espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacdo Botanica e Etnobiologia de Secondatia floribunda A. DC.

2.1.1 Familia Apocynaceae Juss.

Apocynaceae Juss. esta inserida na ordem Gentianales (APG 1V, 2016) e representa
uma das maiores familias de Angiospermas, compreendendo cerca de 5000 espécies
incluidas em 450 géneros (RAPINI et al.,, 2009). Estd ampla e predominantemente
distribuida nas regides tropicais e subtropicais, com alguns representantes ocorrendo em
regides temperadas (SENNBLAD e BREMER, 2002; JUDD et al., 2009). No Brasil, o
nimero de espécies compreende cerca de 850 distribuidas em 95 géneros (SOUZA e
LORENZI, 2012), habitando todos os dominios fitogeograficos e com vasta distribuicdo
em todos eles (KOCH et al., 2015; BFG, 2016).

Seus representantes apresentam diversidade de habito, incluindo arvores, arbusto,
lianas, trepadeiras ou raramente ervas. Ocasionalmente podem ser relacionados com base
na presenca de diversas estruturas secretoras, principalmente laticiferos contendo latex
(EVER, 2006) registrados em oOrgdos vegetativos e reprodutivos que, geralmente, é
mantido sob pressdo em células vegetais vivas (AGRAWAL e KONNO, 2009) e estdo
envolvidos na producdo de metabolitos secundarios com diferentes funcdes incluindo
mecanismos de defesa, de atracdo de polinizadores e dispersores, entre outros
(METCALFE, 1967; JUDD et al., 2009; SOUZA e LORENZI, 2012).

A familia Apocynaceae Juss. possuir alta importancia econdmica, com espécies
fornecedoras de madeira utilizada na carpintaria, a exemplo dos géneros Aspidosperma
Mart. e Tabernaemontana L. (JOLY, 2002). Na ornamentacdo, destacam-se Allamanda
ssp. (alamanda), Plumeria rubra L. (jasmim-manga) e Thevetia peruviana (Pers.) K.
Schum. (chapéu-de-napoledo), sendo, algumas consideradas altamente toxicas e ndo
apropriadas para utilizagdo em paisagens (SENNBLAD e BREMER, 2002; SOUZA e
LORENZI, 2012). Por serem tipicamente laticiferas, se destacam pela extensa utilizacéo de
seu latex, na fabricacdo da borracha (Landolphia Beauv) e goma de mascar (Asclepias
ssp.). O latex pode conter hidrocarbonetos poliisoprenicos (borracha), triterpenos, acidos
graxos, aminas, fitoesterdis e alcaldides, entre outros compostos (MATILE, 1987) que
confere as plantas maior adaptacdo em diferentes ambientes, uma vez que tem funcéo

relevante na defesa contra microrganismos, reducdo de herbivoria, como selante de
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ferimentos (EVERT, 2006) e no sequestro das defesas quimicas (FARRELL et al., 1991).
Além disso, a familia é uma importante fonte de compostos quimicos bioativos, incluindo
iridéides, glicosideos cardioativos e alcaloides, especialmente dos grupos indélicos
complexos (derivados de triptofano e triptamina), pirrolizidinicos, esteroidais e piridinicos.
Na sua maioria detém propriedades médicas, a exemplo das substancias vincristina e
vimblastina extraidas de Catharanthus G. Don., largamente usadas em tratamentos da
leucemia (SENNBLAD e BREMMER, 2002).

No Brasil, a diversidade de Apocynaceae relacionadas a utilizacdo medicinal € vasta,
havendo registros em estudos etnoboténicos, quimicos e farmacoldgicos, ainda assim,
verifica-se que nem todos os exemplares identificados foram devidamente estudados,
especialmente por ser um grupo de ampla distribuicdo e ter espécies com usoS
diferenciados. Em estudo realizado por Santos et al. (2013) foi verificado um total de 78
espécies de Apocynaceae utilizadas no Brasil para fins medicinais, menos da metade destas
tiveram suas propriedades medicinais investigadas. Na regido Nordeste estes trabalhos
ainda sdo em menor numero, destacando, estudos etnobotanicos realizados na Chapada do
Araripe, nos quais evidenciam espécies pertencentes a familia Apocynaceae que possuem
propriedades medicinais, dentre as mais relatadas nestes estudos etnobotanicos estéo,
Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (janaguba), Hancornia speciosa Gomes (mangaba),
Secondatia floribunda A. DC. (catuaba-de-rama) e Tabernaemontana catharinensis A.

DC. (grdo-de-galo), algumas das quais ja apresentam estudos quimicos e farmacologicos.

2.1.2 Género Secondatia A. DC.

O Género Secondatia A. DC. (inserido na subfamilia Apocynoideae e tribo
Odontadenieae) € pequeno, composto de lianas ou arbustos raramente escandentes,
distribuidas exclusivamente na América do sul, abrangendo Brasil, Bolivia, Peru,
Venezuela, Paraguai, Equador, Guiana e Colémbia (TROPICOS, 2010) com apenas
Secondatia macnabii (Urb.) Woodson, ocorrendo na América Central. As espécies deste
género podem ser distinguidas por suas folhas sem coletores ao longo da nervura central da
face adaxial e inflorescéncias terminais ou subterminais (MORALES, 2003).

No Brasil sdo encontradas trés espécies exclusivamente lianas, Secondatia densiflora
A. DC., Secondatia floribunda A. DC. e Secondatia duckei Markgr., sendo duas endémicas
(S. floribunda e S. duckei), ocorrendo nas regiGes do Norte (Roraima, Pard, Amazonas,

Acre, Rondodnia), Nordeste (Ceara, Bahia, Pernambuco e Piaui), Centro-Oeste (Mato
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Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul) e Sudeste (Minas Gerais, So Paulo,
Rio de Janeiro) estando presente nos mais diversos ambientes tais como: floresta
amazonica, caatinga, cerrado e mata atlantica (KOCH et al., 2015).

Os exemplares do género Secondatia apresentam estruturas secretoras, envolvidas na
producéo de diferentes compostos do metabolismo secundério. Além dos lactiferos, que
despenham a producéo do latex, os idioblastos possuem papel importante, sdo localizados
em &rgdos vegetativos e reprodutivos nas espécies do género, sendo bem mais comuns no
caule. Nesta estrutura secretora sdo identificados compostos fenolicos, o que sugere uma
relacdo direta com & defesa das espécies (SIMOES et al., 2004; MARTINS et al., 2013).
Em outras partes vegetais, como na corola sugere-se que estas células secretoras de
compostos fenolicos possam desempenhar a funcdo de guias de néctar para polinizadores
pela sua capacidade de refletir raios ultravioleta (MARTINS et al., 2013), o que demostra

caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas interessantes a espéecies deste género.

2.1.3 Secondatia floribunda A.DC.

Secondatia floribunda A. DC. (sindnimo heterotipico Secondatia foliosa A. DC. e
Angadenia pruinosa Miers), liana (trepadeira lenhosa), endémica do Brasil, ocorre no
Nordeste (Bahia, Ceara, Pernambuco, Piaui), Sudeste (Minas Gerais e Rio de Janeiro) e
possivelmente no Norte (Amazonas) (Morales, 2003), nos dominios Caatinga, Cerrado e
Floresta Amazonica (RAPINI et al., 2009; BFG 2015) (Figura 1.).

Conhecida popularmente no Ceard, como ‘catuaba-de-rama' ou ‘catuaba-de-cipd'
Secondatia floribunda é frequentemente encontrada em diferentes areas na Chapada do
Acraripe, ao sul do estado, onde se destaca por sua inflorescéncia branca bastante odorifera
e presenca de latex em seu caule ramificado. Em estudos etnobotanicos e
etnofarmacoldgicos realizados na regido as populagdes locais relatam indicacdes
medicinais para impoténcia sexual, afrodisiaco, complicagdes nervosas, depressao,
fraqueza, reumatismo e varias condi¢fes inflamatorias, usando o latex, raizes e,
especialmente, suas cascas e entrecascas na preparacao de medicamentos (MACEDO et al.,
2015; RIBEIRO et al., 2014; SOUZA et al., 2014; SARAIVA et al., 2015) (Figura 2.). Por
outro lado, a espécie ndo apresentava até 0 momento registros que comprovassem suas
propriedades terapéuticas, sendo desconhecida em relagdo ao seu perfil quimico-
farmacoldgico, o que engrandece o interesse em elucidar a composi¢do quimica e as

propriedades desta planta.
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Figura 1. llustragdo de Secondatia floribunda A. DC. Fonte: Flora Brasiliensis.
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Figura 2. Secondatia floribunda A. DC. (catuaba-de-rama): (A) Aspecto da planta; (B)
Folhas; (C) Flores; (D) Inflorescéncia (com queda foliar); (E) Caule ramificado; (F)
Presenca de latex; (G) Fruto. Fonte: Proprio autor.
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2.2 A etnobiologia na selecdo de plantas para a bioprospecgéo

No ambito da etnobiologia, a valorizacdo da diversidade bioldgica e cultural, bem
como o conhecimento adquirido por diversas praticas tradicionais, torna-se uma ferramenta
necessaria para conhecer e classificar o uso dos recursos naturais (ALBUQUERQUE e
HANAZAKI, 2006; RIBEIRO et al., 2014). A realizacdo de pesquisas com produtos
naturais, notadamente com plantas, organismos marinhos e microrganismos, sofreu enorme
avanco, propiciando a descoberta de diversas substancias quimicas utilizadas atualmente
na terapéutica (CRAGG e NEWMAN, 2013; DIEGUES e ARRUDA, 2001). Nesse
contexto, o conhecimento empirico ndo s6 tem grande relevancia na descoberta de novas
plantas medicinais, fornecedoras de substancias quimicas bioativas oriundas
principalmente do metabolismo celular secundario do vegetal, mas também sao voltados
para o planejamento de acles relacionadas a sustentabilidade dos recursos naturais
manejados (DIEGUES e ARRUDA, 2001). Alguns grupos sociais possuem vasto
conhecimento tradicional sobre as diferentes formas de aproveitamento e manejo dos
recursos naturais, principalmente sobre as espécies vegetais (FONSECA-KRUEL e
PEREIRA, 2009).

A biodiversidade é uma fonte inestimavel de informacao e matéria-prima que suporta
varios sistemas médico-tradicionais ao redor do mundo. A importancia da natureza como
fonte de medicamentos tradicionais € demonstrada muitas vezes pelo corpus (conjunto de
conhecimento) associado ao uso de recursos da flora que se destacam pela diversidade de
formas de uso e pelo alto nimero de doencas e/ou sintomas que sao tratadas (ALMEIDA e
ALBUQUERQUE, 2002).

Diversos grupos étnicos criaram mecanismos e estratégias para o tratamento e
prevencdes de doencas. O acUimulo de conhecimento e de praticas formam sistemas
médicos empiricos baseados muitas vezes no uso de recursos naturais vegetais
(MONTEIRO et al., 2008). O estudo destes mecanismos fornece para a etnofarmacologia
uma suposta eficacia das plantas que séo selecionadas dependendo do conceito de doenca e
salde por esses grupos (BERLIN e BERLIN, 2005; ALBUQUERQUE, 2010), e esta
identificacdo também auxilia no aprimoramento de outras abordagens que utilizam plantas
medicinais como objeto de estudo (ALMEIDA et al., 2010).

A obtencdo de novas alternativas para o desenvolvimento de novos produtos de
origem natural (MONTEIRO et al., 2008), pode caracterizar-se como um novo composto

quimicamente definido e com atividade farmacoldgica determinada (farmacoterapico) ou
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uma simples preparacdo tradicional a partir de partes de uma espécie medicinal
(fitoterdpico) que tenha avaliada sua eficacia (DI STASI, 1996).

As plantas medicinais sdo objeto de pesquisa em varias abordagens da etnobiologia,
e apresenta dentre varias possibilidades de estudos, os métodos de extracdo e
caracterizacéo de diferentes classes de compostos presentes nestas plantas que formam os
pilares da fitoquimica (ALMEIDA et al., 2010). A elucidacéo estrutural dos principios
ativos de uma planta medicinal constitui um passo indispensavel para a compreensdo do
seu mecanismo de acdo (HOSTETTMANN et al., 2003), por esta razdo o entendimento e
isolamento dos principios ativos das plantas € uma das prioridades da farmacologia
(CRAGG e NEWMAN, 2013).

A busca por novos medicamentos tem sido realizada por muitas abordagens, que
permite a eleicdo de forma racional de plantas medicinais, e a obtencdo de alternativas de
tratamento e cura de inimeras doengas que afetam a populacéo (DI STASI, 2005). Shelley
(2009) reporta que a abordagem etnodirigida traz melhores resultados na selecdo de
espeécies, ja que de acordo com Heinrich (2000) mais da metade da populacdo mundial
depende de medicinas tradicionais para suas necessidades médicas. Uma abordagem que
vem ganhado espaco nos ultimos anos € com base nas previsdes da distribuicdo de
metabolitos secundérios nas plantas, através da ecologia quimica, que tem por objetivo
promover a descoberta de novos compostos quimicos ativos e posteriormente novos
medicamentos (ALBUQUERQUE et al., 2012).

Investigacdes etnoboténicas tém sido realizadas em conjunto a abordagem quimica
ecolégica (ALMEIDA et al., 2005; MELO et al., 2017). Ao empregar a abordagem
etnobotéanica e/ou etnofarmacolodgica, as informagfes sobre uso de plantas medicinais
fornecidas pela comunidade sdo combinadas aos resultados obtidos em estudos quimicos e
farmacolégicos (ELISABETSKY e SOUZA, 2004) e caso os dados sejam positivos e
efetivos, o0 entendimento da ecologia quimica das plantas investigadas se tornam
essenciais.

Dentre as alternativas para estudos com espécies medicinais a tentativa de integrar a
perspectiva do conhecimento tradicional em pesquisas ecoldgicas e as ligacGes entre 0s
conhecimentos tradicionais e a conservacdo da biodiversidade vem se tornando relevante
no ambito da etnobiologia (SANCHEZ-AZOFEITA et al., 2005, CORDELL e
COLVARD, 2005; GURIB-FAKIM, 2006). As comunidades locais sdo fonte valiosa de
conhecimento e informacGes sobre condicBes especificas do local (BUNTAINE et al.,
2007; BYG e SALICK, 2009). As teorias de defesa quimica das plantas podem ajudar na
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descoberta de compostos com atividade bioldgica, neste sentido, Donaldson e Cates (2004)
ressaltam uma maior probabilidade de encontrar extratos ativos em plantas perenes. 1sso
por que estas plantas investem efetivamente em defesas quimicas ao longo da vida e
possuem maiores niveis de compostos. No entanto, de acordo com Albuquerque et al.
(2012) estudos comparativos com diferentes individuos em um mesmo ambiente ou em
ambientes distintos sdo necessarios para confirmar se esta relacdo das plantas com o
ambiente pode ser bem sucedida como os estudos etnodirigidos.

Desta forma, € fundamental entender como as plantas medicinais se comportam no
ambiente, como estes recursos séo utilizados e como esta informacéo pode contribuir para
estratégias de uso sustentavel. A partir desta concep¢do de conhecimento tradicional, é
possivel desenhar estratégias que levam a alternativas que respeitem a necessidade de
conservagdo, juntamente com as tradi¢des das pessoas que usam €sses recursos € o
conhecimento cientifico (ALBUQUERQUE et al., 2011), podendo fornecer informagoes
de melhor época de coleta e melhor periodo em que a mesma produz alto rendimento de
substancias essenciais para o tratamento medicinal e posteriores utilizaces
farmacoldgicas.

Ainda existe uma diversidade de espécies em areas do Cerrado do Nordeste que ndo
foram investigadas em relagéo as suas propriedades terapéuticas, diante disso, o potencial
fitogquimico e farmacéutico destas espécies ainda se encontram desconhecidos (RIBEIRO
et al., 2014). Acredita-se que as investigacoes etnobioldgicas podem servir como base para
diferentes estudos, fornecendo informacGes cientificas para o entendimento da ecologia
quimica de plantas, sendo extremamente necessarios devido a escassez de trabalhos

realizados com énfase neste assunto.

2.3 Variabilidade dos compostos quimicos relacionados aos fatores ambientais

Durante o desenvolvimento das plantas os compostos quimicos podem ser afetados
por uma variedade de fatores, que interferem na sua producao e concentracdo (ESTELL et
al., 2016). A influencia de fatores estressantes na presenca e quantidade de compostos
fazem com que as plantas desenvolvem mudancas nos mecanismos bioquimicos (ARAUJO
et al., 2008). O contetido de diversas classes de compostos varia entre individuos de uma
mesma especie, de espécies para espécies e também nas partes dos vegetais (BARTON e
KORICHEVA, 2010; ZHI-LIN et al., 2007). Os fatores que interferem na biossintese e
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consequentemente, ocasionam uma variabilidade no conteudo total, bem como nas
proporcdes relativas dos compostos quimicos de diferentes espécies vegetais, podem ser
abioticos tais como sazonalidade, épocas de colheita, temperatura, precipitacdo, ritmo
circadiano, ventos fortes, altitude, solo, radiacdo UV, intensidade de luz, entre outros
(GOUVEA et al., 2012; GOUINGUENE e TURLINGS, 2002; RADUSIENE et al., 2012)
e bidticos como ataque de patdgenos, abundancia de polinizadores, dispersores, predadores
e herbivoria (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; ACHAKZAI et al, 2009;
RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR, 2011; WOJAKOWSKA et al., 2013). Essa
variacdo possui grande importancia devido as substancias quimicas terem significado
biossistematico, fisiolégico, ecoldgico, implicacdes evolutivas, além de importantes
propriedades terapéuticas (BAKKALI et al., 2008).

Os fatores abidticos e bidticos causam estresses nas plantas como consequéncia de
condicGes desfavoraveis, em resposta, as plantas produzem metabdlitos secundarios
especificos para combater esses estresses (WANG et al., 2003; GILL e TUTEJA, 2010;
VERMA e SHUKLA, 2015). Assim, os fatores ambientais (ex. umidade, temperatura,
composicao do solo e radiacdo) sdo decisivos na biossintese do metabolismo secundario.

Para lidar com o a influéncia de fatores bioticos e abioticos, na maioria dos casos as
plantas realizam um acumulo de metabdlitos para proteger a membrana plasmatica,
apresentam rapido desenvolvimento fenoldgico ou o retardo destes evitando que algum
fator estressante provoque danos fisiologicos (RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR,
2011; ZOBAYED, et al., 2005). A resisténcia a seca € um mecanismo que permite a planta
manter o metabolismo, mesmo com a reducdo do potencial hidrico dos tecidos, devido
principalmente ao acumulo de solutos compativeis (TAIZ e ZEIGER, 2013; VERSLUES
et al., 2006). Esses solutos podem manter o fechamento dos estbmatos para evitar a perda
de &gua por transpiracdo ou por vias ndo estomaticas das células (turgescéncia) em
ambientes muito secos, sendo importantes para a tolerdncia das plantas a ambientes
estressantes (SLESAK et al., 2007). Por outro lado, em situagdes mais severas com baixos
indices de precipitagdo podem interferir na producdo de compostos quimicos, sendo
possivel ocorrer o mecanismo de degradagdo de metabolitos secundarios para a
manutengdo do metabolismo primario (VELLOSO et al., 2009).

A época em que uma planta é coletada ¢ um dos fatores de maior importancia, visto
gue a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é constante
durante o ano. S&o relatadas, por exemplo, variagdes sazonais no contetdo de praticamente
todas as classes de metabolitos secundarios (SCHWOB et al., 2004). A idade e o
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desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes Orgdos vegetais, também sdo de
consideravel importancia e podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabdlitos
produzidos, mas também as propor¢des relativas dos componentes da mistura (EVANS,
1996; CARNEIRO et al., 2010). Yao et al. (2016) verificaram variacdes notaveis nos
componentes ativos dos extratos de Pyrola incarnata Fisch., coletados durante seis meses
(maio a outubro) nas fases de desenvolvimento da espécie, onde apresentou niveis mais
altos do conteudo fendlico total e expressiva atividade antioxidante no més de agosto.
Individuos de uma mesma espécie que ocorrem em diferentes ambientes podem ter
diferengas na concentracdo de um determinado metabolito secundario (RADUSIENE et al.,
2012), assim como em seus estagios vegetativo e reprodutivo (BERNARDI et al., 2008). O
periodo de ocorréncia, intensidade e duracdo das fenofases de floracdo e frutificacdo sao
irregulares, variando entre espécimes e dentro de um mesmo individuo. Essa variacdo €
ocasionada devido a interacdo de fatores abioticos e bidticos (CRISTIANS et al., 2014).

Sdo poucos os estudos com énfase no acompanhamento das variagdes quimicas
ocasionadas por fatores ambientais em conjunto com os eventos fenoldgicos. Estudos com
este objetivo foram realizados verificando a composicdo quimica de Oleos essenciais.
Hypericum perforatum L. (SCHWOB et al., 2004) e Guarea macrophylla Vahl. (LAGO et
al., 2007) forma avaliadas em diferentes fases fenoldgicas, os autores concluiram que 0s
Oleos essenciais de ambas as espécies extraidos das folhas na fenofase de frutificacdo e no
caso da G. macrophylla também da fenofase de floracdo apresentaram niveis mais altos de
compostos quimicos, relacionando esse aumento ao favorecimento da polinizagdo e
dispersdo. Entretanto, ainda sdo poucas as pesquisas que conseguem elucidar a variagao
dos constituintes quimicos das espécies de acordo com as caracteristicas do ambiente e
suas funcionalidades.

As fragmentacbes florestais mesmo se tratando de um processo ecoldgico
apresentam influéncia de fatores abidticos que consequentemente afetam a producdo de
compostos em termos de variabilidade e qualidade. O efeito de borda, por exemplo, causa
impactos sobre as relagbes ecologicas e alteram as condi¢gbes microclimaticas
(SAUNDERS et al., 1991). Neste sentido, Sobrinho et al. (2009) avaliando a influéncia do
efeito de borda e da pluviosidade sobre a producdo de flavonoides em Bauhinia cheilantha
(Bong.) Steud. no estado de Pernambuco observou que o excesso de luz causado pelo
efeito, afeta a producgéo de flavonoides, mas ndo conseguiu elucidar como a planta reage

com pressdes ambientais relacionadas a pluviosidade.
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Vérios trabalhos associam as variagdes quimicas, biossintese e concentracdo aos
eventos sazonais. Estes eventos relacionados ao movimento de translagéo da terra incluem
mudancas de fotoperiodo, luminosidade, temperatura, pluviosidade e umidade do ar
(MACHADO et al., 2003; SCHWOB et al., 2004; BARROS et al., 2009; BARBOSA et al.,
2012; SIQUEIRA et al., 2012; NAGHILOO et al., 2012; SARTOR et al., 2013; SILVA et
al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014; VERMA e SHUKLA, 2015; OUERGHEMMI et
al., 2016).

Os efeitos da sazonalidade em plantas podem alterar o seu metabolismo e,
consequentemente, vias biossintéticas (SALMINEN et al., 2001). No entanto, estes efeitos
também podem ser confundidos com alteracbes metabdlicas sob controle do processo de
desenvolvimento vegetal, controlado por processos fisioldgicos, desta forma é importante
ressaltar que alguns fatores apresentam correlacGes entre si e ndo atuam isoladamente,
podendo influir em conjunto na composic¢do quimica, como por exemplo, a fase fenoldgica
e sazonalidade (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; YAO et al., 2016).

Considerando a sazonalidade (estacdes seca e chuvosa), Almeida et al. (2014) tracou
os perfis fitoquimicos dos 6leos essenciais das folhas de Copaifera langsorffii Desf. foram
analisados em trés areas de cerrado no estado de S@o Paulo (duas areas de floresta
estacional semidecidua e uma &rea de cerrado strictu sensu) e constataram diferengas em
periodos secos e chuvosos na florestas estacionais semideciduais, enquanto que no cerrado
strictu sensu  ndo mostraram diferencas significativas na composicdo quimica dos
compostos volateis. O mesmo autor concluiu que fatores ecofisioldgicos devem ser
considerados ao se discutir sobre variagdes quimicas em plantas, ja que a sazonalidade ndo
foi a principal causa responsavel pela variacao total do teor dos 6leos essenciais das folhas
de C. langsdorffii em diferentes formacdes do cerrado.

Para diferentes individuos os resultados mostraram uma elevada variabilidade intra-
populacional na composicao e concentracdo dos compostos quimicos dos éleos essenciais
extraidos dos diferentes érgdos (folhas, pericarpo, ramo e semente) de C. langsdorffii
(NASCIMENTO et al., 2012). Essas observagdes reforcam que as condi¢gdes ambientais
sdo fundamentais na determinagdo da natureza bem como nas propor¢oes relativas dos
compostos quimicos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Monteiro et al. (2006) estudando
cascas e folhas de Myracrodruon urundeuva (Engl.) Fr. All. e Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan, para avaliar os niveis de taninos observaram que a sazonalidade possui
forte relacdo com a quantidade de taninos, os quais se apresentam mais elevados no

periodo de estiagem. Borella et al. (2001) estudando os niveis de flavonoides da espécie
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Baccharis trimera Less. observaram que as amostras coletadas no verdo apresentaram
maior rendimento neste periodo que nas demais estagoes.

Desta forma, existe a necessidade de uma analise quimica detalhada de plantas
destinadas ao uso terapéutico. Sabendo-se dos inumeros fatores que podem levar a
variagBes no contelldo de metabdlitos secundérios, fica clara a necessidade de estudos
visando detectar as condi¢Bes e épocas para coleta que conduzam a uma matéria-prima
vegetal com concentragdes desejaveis de principios ativos (GOBBO-NETO e LOPES,
2007). Além disso, o reconhecimento e a compreensdo dessas variacbes poderdo, no
futuro, auxiliar na ampliacdo dos conhecimentos sobre interagdes ecologicas do vegetal
com seu ambiente (LIMA et al., 2003; MARTINS et al., 2006).

2.4 Caracteristicas quimicas dos compostos fendlicos

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas
substancias utilizadas diretamente como medicinais. Para sobreviver e evoluir, 0s vegetais
tém que competir por espaco, atrair polinizadores e se defender do ataque de herbivoros e
patdgenos. Neste embate, as plantas foram desenvolvendo suas proprias defesas quimicas
também contra estresse ambiental. Esta € uma das razdes pelas quais a constitui¢do
quimica das plantas € tdo complexa. Metabdlitos secundarios de plantas sdo produzidos
para modular seus proprios metabolismos e, consequentemente, alcancam diversas
aplicacBes que representam além de grande importancia ecoldgica, alvos terapéuticos de
doengas humanas (VERMA e SHUKLA, 2015; FERREIRA e PINTO, 2010).

O reino vegetal produz mais de 100 mil metabdlitos secundarios que se limitam a
certos grupos taxondmicos (VERMA e SHUKLA, 2015). A grande variedade de
metabolitos secundarios, com base na via biosintética, sdo classificados em trés grupos
principais: terpenos (ou isoprendides), compostos nitrogenados (alcaldides, glucosinolatos
e glicosideos cianogénicos) e compostos fenolicos (fenilpropandides, flavonoides e
taninos) (VI1ZZOTTO et al., 2010; FANG et al., 2011).

Os compostos fendlicos ou polifendis constituem um dos grupos mais numerosos e
ubiquamente distribuido, com mais de 10.000 estruturas fenolicas conhecidas (TAIZ e
ZEIGER, 2006; MOORE et al., 2014; VERMA e SHUKLA, 2015). Sdo compostos
formados por moléculas que possuem um ou mais anéis aromaticos ligados a pelo menos
um radical hidroxila (ACHAKZAI et al., 2009). A maioria destes compostos ndo é

encontrada no estado livre na natureza, mas sob forma de ésteres ou de heterosideos sendo,
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portanto, sollveis em agua e em solventes organicos polares, podendo estar ligados a
acucares, apresentando-se instaveis facilmente oxidaveis em pH alcalino (TAIZ e
ZEIGER, 2006).

Estruturalmente os compostos fendlicos sdo diversos devido a grande variedade de
combinagBes que ocorrem na natureza, permitindo agrupé-los em diferentes classes de
acordo com sua estrutura bésica, sua associagdo com carboidratos e formas polimerizadas,
sendo classificados de acordo com o tipo de esqueleto principal (C6), que constituira o anel
benzénico e com a cadeia substituinte (Cn) (FARAH e DONANGELO, 2006; ANGELO e
JORGE, 2007) (Quadro 1.).

Quadro 1. Classe dos compostos fenolicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas C6
Acidos hidroxibenzoéicos C6-C1
Acidos fenilacéticos, acetofenol C6-C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides C6-C3
Nafitoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenzenos, antoquinonas C6-C2-C6
Flavonoides C6-C3-C6
Lignanas, neolignanas (C6-C3)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-C6)n

FONTE: FARAH e DONANGELO (2006); ANGELO e JORGE (2007).

Os compostos fendlicos naturais estdo presentes nos tecidos vegetais principalmente
como glicosideos e/ou associados com varios acidos organicos (DAGLIA, 2012). Podem
variar de moléculas simples (ex. acidos fenodlicos, fenilpropanoides, flavonoides) a
compostos altamente polimerizados (ex. ligninas, melaninas, taninos), cujo papeis sao
essenciais ao equilibrio da planta em seu ambiente natural, estando envolvidos no
crescimento e reproducdo além de sua capacidade de adaptagdo, atuando como agentes
antipatogénicos e contribuirem na pigmentacdo, aroma e estabilidade oxidativa, sendo
importante também para humanos na farmacologia e na alimentagdo (OUERGHEMMI et
al., 2016; ANGELO e JORGE, 2007; MACHEIX et al., 2005; FANG et al., 2011). Esses
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compostos bioativos tem seu conteudo influenciado, entre outros fatores, pelo nivel de
estresse ambiental causado por fatores biéticos e/ou abidticos (ACHAKZAL et al., 2009;
HANSEN e WOLD, 2010; MACHEIX et al., 2005). Além disso, estes compostos séo
investigados cada vez mais para implantacdo de pesquisas.

Dentre os compostos fenodlicos, os flavonoides (antocianinas, flavonas, flavonois e
isoflavonas) sdo os mais representativos e amplamente distribuidos na natureza, tém um
papel crucial no crescimento da planta e mecanismo de defesa contra microrganismos e
insetos (SOARES, 2002; SOOBRATTEE et al., 2005; TAIZ e ZEIGER, 2006). Alguns
flavonoides como as antocianinas atuam no desenvolvimento da cor das pétalas para atrair
os polinizadores (SOUSA et al., 2007; KHATIWORA et al., 2010).

Os éacidos fendlicos em geral designam fendis que possuem um &cido carboxilico
funcional. Sdo subdivididos em derivados do acido benzoico, como acido galico e acido
protocatequidico, e derivados do &cido cindmico, que consistem principalmente de acido
cumérico, cafeico e fertlico (DAGLIA, 2012). A maior classe de acidos fendlicos esta
representada pelos &cidos hidroxicindmicos. O composto mais representativo da classe € o
acido 3-(3,4-dihidroxifenil) 2-propendico (acido cafeico), a ocorréncia natural se da
principalmente como um éster, chamado de &cido clorogénico (TAPIERO et al., 2002).

Os taninos sdo facilmente oxidaveis tanto através de enzimas vegetais especificas
qguanto por influéncia de metais. Sd8o0 compostos muito reativos quimicamente,
subclassificados em proantocianidinas (taninos condensados) e galotaninas e elagitaninos
(taninos hidrolizaveis) (DAGLIA, 2012). Estes compostos possuem uma grande
diversidade de estruturas que sdo encontradas nas plantas com reconhecidas atividades,
agem como antioxidantes por sua capacidade de ligar-se a proteinas suprimindo sua
atividade enzimatica, como quelantes de metais e por agirem no sequestro de radicais
livres (PEREIRA et al., 2009; ARAUJO et al., 2012).

Os compostos fendlicos possuem grande interesse econémico e ecoldgico, com isso
apresentam diversos papéis sendo essenciais na fisiologia das plantas, garantindo sua
protecdo e tendo potenciais atividades no organismo humano, envolvidos na prevencao de
inimeras patologias (HEIM et al., 2002; AIRES et al., 2016), apresentando entre as
diversas acOes a antitumoral, anti-inflamatdria, antiviral, antialérgicos, anti-hipertensivos,
antimicrobianos e principalmente a mais bem relatada a antioxidante (DAGLIA, 2012;
YANG et al., 2016).

Dentre as diversas propriedades bioldgicas atribuidas aos compostos fendlicos a

antimicrobiana vem se mostrando promissora, com objetivo de encontrar nestes
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constituintes mecanismos que possuam acdo direta conta 0s microrganismos e que
funcionem como agentes modificadores de resisténcia (KONATE et al., 2012; MATIAS et
al., 2015). A prevaléncia de cepas bacterianas resistentes tem aumentado em todo o
mundo, onde antibidticos usuais ndo apresentam mais eficacia para certos patdgenos
(CROXEN et al., 2013). Esforgos para encontrar uma maneira alternativa de tratar
infecgBes microbianas resistentes é crescente (EUMKEB et al., 2012; SOBRAL-SOUZA et
al., 2018).

Estudos moleculares tém revelado que compostos fendlicos podem exercer acGes
moduladoras na célula através da interacdo com uma gama de alvos de sinalizacdo
(SOOBRATTEE et al., 2005). A associacdo entre agentes antimicrobianos sintéticos e
substancias fendlicas tem sido estudada, onde algumas combinacGes tiveram efeito
sinérgico para inibir o crescimento bacteriano (MATIAS et al., 2010; KONATE et al.,
2012; HASSAN et al., 2016). Desta forma, a utilizacdo destes compostos tem sido visto
como uma alternativa, para que possam atuar modificando a eficidcia dos agentes
antimicrobianos (VERAS et al., 2012).

As substancias designadas como antioxidantes tém a capacidade de prevenir, impedir
ou reduzir danos oxidativos aos acidos nucléicos, proteinas e lipidios. Nas plantas as
tensbes abidticas levam a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Consequentemente estes vegetais geram um mecanismo de defesa antioxidante utilizado
principalmente substancias ndo enzimaticas (&cido ascérbico, compostos fendlicos,
alcaloides, aminoacidos ndo proteicos e a-tocoferois) que agem isoladas ou em conjunto,
na protecdo das células vegetais contra danos e controlando as cascatas de oxidacédo a partir
da eliminacédo das ERO (GILL e TUTEJA, 2010).

Assim como agem nas plantas, algumas destas substancias, como 0s compostos
fenolicos, conseguem atuam como sequestradoras de espécies reativas de oxigénio em
sistemas bioldgicos, evitando o inicio ou a propagacao de doencas (ALVES et al., 2010).
Além disso, os antioxidantes também agem na prevencdo de disturbios causados por
reagcOes com radicais livres, 0s quais sdo encontrados em excesso em casos de doencas
cardiacas, arteriosclerose, alguns tipos de céncer, Alzheimer e diabetes. Grande parte
destas doencas, ou seus agravamentos, esta relacionado ao desequilibrio de substancias
pro-oxidantes e antioxidantes no corpo, ou Seja, quando ocorre um aumento das
substancias pro-oxidantes ao ponto dos antioxidantes ndo inibirem a oxidacdo dos
substratos, causando estresse oxidativo, que causa danos na estrutura e funcdo das células
levando até a sua destruicdo (GOVINDARAJAN et al., 2005).
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Diante dos efeitos prejudiciais de antioxidantes sintéticos & salde humana, pesquisas
com plantas para buscar antioxidantes naturais tem intensificado. Desta forma, os
compostos fendlicos presentes na diversidade de plantas ja estudadas, atuam
interrompendo a cadeia de reacdo através da doacédo de elétrons ou hidrogénio aos radicais
livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis (ANGELO e JORGE,
2007), estando envolvidos tanto no sequestro de radicais livres como também, quelando
metais (RAMALHO e JORGE, 2006).

Variagdes no contetido destes compostos bioativos nas plantas ocorrem influenciadas
por inumeros fatores que alteram sua acumulagdo e biossintese, e 0 entendimento destes
sdo essenciais para a busca de novas substancias promissoras ao desenvolvimento de
possiveis medicamentos.

Pacifico et al. (2014), verificando influéncia da sazonalidade no rendimento de
compostos fendlicos e nas atividades biologicas de Calamintha nepeta (L.), verificaram
que o extrato da espécie coletada durante o inverno mostrou maior rendimento de
polifendis e consequentemente alto potencial antioxidante, efeitos citoprotetores e anti-
inflamatdrios durante esse periodo, podendo assim definir condi¢cdes experimentais Uteis
para obter 0 composto acetinina responsavel pelas efetividade dos testes realizados. Sartor
et al. (2013) verificaram em Baccharis dentata (Vell.) que as concentragdes de quercetina,
kaempferol e apigenina foram maiores durante a primavera e verdo, o que favoreceu nas
atividades antimicrobianas, ja a atividade antioxidante para a espécie foi melhor durante o
verdo e o inverno. Em diferentes periodos de coleta durante um ano Yao et al. (2016)
relataram que Pyrola incarnata Fisch. quando em situacGes de estresse causado pela seca
apresenta niveis altos de componentes fenolicos os quais reforcaram a forte capacidade
antioxidante, além disso, os autores definem como sendo este 0 momento adequado para a
colheita da espécie.

Desta forma, conhecer os fatores que podem levar a variabilidade quimica de cada
espécie vegetal é importante, principalmente, para aquelas destinadas ao uso terapéutico e
que possuem interesse medicinal e comercial (ALBUQUERQUE et al., 2012;
YARIWAKE et al., 2005). Contudo, estudos que visam a variabilidade quimica se
concentram predominantemente em espécies até ja comercialmente conhecidas (GOBBO-
NETO E LOPES, 2007) e poucos avaliam as que possuem relatos medicinais e que ainda

estdo presentes somente em ambientes naturais e/ou conservados.
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CAPITULO 1
Perfil quimico e atividade antibacteriana de Secondatia floribunda A.DC

(Apocynaceae)

O capitulo a seguir representa 0 manuscrito publicado e redigido (em lingua portuguesa)
segundo as normas estruturais e bibliograficas do periddico Asian Pacific Journal of

Tropical Biomedicine.
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Perfil quimico e atividade antibacteriana de Secondatia floribunda A.DC (Apocynaceae)

Resumo

O presente estudo teve por objetivo estabelecer o perfil quimico e avaliar a atividade
antibacteriana e moduladora dos extratos etandlicos da entrecasca e cerne de Secondatia
floribunda A.DC. As quantificacBes de fenois e flavonoides totais foram determinadas pelo
método de Folin-Ciocalteu e cloreto de aluminio, respectivamente. Os compostos fenolicos
foram identificados e quantificados por CLAE-DAD (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos) e a espectroscopia de Infravermelho foi
realizada utilizando a medida do tipo Reflexdo Total Atenuada com Transformada de
Fourier (ATR-FTIR). Os ensaios antibacterianos para determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e da modificacdo a aminoglicosideos foram realizados por
microdiluigdo. Os extratos mostraram ser uma fonte de diversas classes de flavonoides. Os
espectros de infravermelho apresentaram caracteristicas semelhantes, tendo entre suas
principais bandas de absorcéo o grupo hidroxila (OH). A atividade antibacteriana mostrou
resultados clinicamente significativos para cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. No ensaio de modulacgdo, observou-se efeito sinérgico e antagdnico para ambos 0s
extratos. O extrato do cerne em combinacdo com 0s antibidticos mostrou uma reducao
significativa da CIM em 19,8% (P < 0,000 1) - 79,3% (P < 0,01). Este estudo é o
primeiro relato de informagfes quimicas e bioldgico de Secondatia floribunda e ressalta a
necessidade de elucidar o potencial terapéutico de espécies utilizadas por comunidades
locais, além disso, sugere que seja fonte clinicamente relevante de uma nova terapia
antibacteriana, especialmente devido a presenca de niveis significativos de compostos

fendlicos.

Palavras-chave: Composi¢do quimica; CLAE; Cinchonaina; Produto natural; Resisténcia a

modificagéo.
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1. Introducéo

Ao longo dos anos, varios estudos tém sido desenvolvidos para demonstrar a eficacia
das plantas medicinais em relacdo a sua atividade biologica [1]. Anterior a isso, diversas
plantas ja eram utilizadas como alternativa de recurso terapéutico disponivel [2, 3]. Através
do conhecimento meédico tradicional uma infinidade de extratos vegetais se tornaram
conhecidos por apresentarem substancias ativas, as quais sdo de interesse para 0
desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre estas substancias, grande atencdo tem
sido atribuida aos estudos dos compostos fendlicos, tanto por suas propriedades quimicas
quanto por suas acdes farmacoldgicas [4, 5]. Assim, diversos compostos desta classe tém
sido isolados, para melhor entender o seu potencial [6, 7].

Entre as atividades relacionadas aos compostos fendlicos, a antimicrobiana se mostra
importante, pois essas substancias possuem caracteristicas favoraveis para afetar varios
componentes e funcbes da célula bacteriana e até facilitar a absorcéo na célula [8]. Assim,
torna-se relevante realizar pesquisas com 0 objetivo de encontrar mecanismos que atuem
ndo apenas diretamente contra microrganismos, mas também os agentes modificadores de
resisténcia [9,10].

O género Secondatia (Apocynaceae) contém 12 espécies distribuidas
exclusivamente na América do sul. No Brasil sdo encontradas trés espécies sendo duas
endémicas (Secondatia floribunda e Secondatia duckei), ocorrendo no Norte, Nordeste e
Centro-Oeste, estando presentes em ambientes de cerrado, caatinga, mata atlantica e
floresta amazénica. A familia deste género é uma das maiores e mais representativas no
Brasil [11]. Seus representantes destacam-se como importante fonte de constituintes
quimicos usuais da medicina tradicional e moderna, abrangendo espécies ricas em
compostos fenolicos e iridoides [9,12].

Nesse contexto, destacamos a espécie Secondatia floribunda A.DC (Apocynaceae)
frequentemente encontrada em areas de cerrado na Chapada do Araripe, ao sul do estado
do Ceard. Conhecida popularmente na regido como “catuaba-de-rama” ou “catuaba-de-
cipd”, a espécie tem se destacado em estudos etnobotanicos, onde populagbes locais
relatam indicacdes medicinais para impoténcia sexual, afrodisiaca, complicacfes nervosas,
depressédo, fraqueza, reumatismo e diferentes condi¢des inflamatorias, utilizando o latex,
raizes e principalmente suas cascas na preparacdo de medicamentos [1,3,13,14]. No
entanto, ndo ha relatos na literatura sobre estudos quimicos, bioldgicos e farmacoldgicos

sobre a espécie.
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Desta forma, considerando a importancia medicinal dessa espécie para as
comunidades e a auséncia de informagGes cientificas relacionadas a dados quimicos e
bioldgicos, esse estudo trata do primeiro relato sobre o perfil quimico da entrecasca e cerne

de Secondatia floribunda, bem como a sua atividade antibacteriana e moduladora.

2. Material e Métodos

2.1 Coleta do material vegetal

Amostras de entrecasca e 0 cerne de Secondatia floribunda foram coletadas na
Floresta Nacional do Araripe - Apodi (FLONA - Araripe) (07° 11 S e 39° 13° W), Crato,
Ceara, Brasil. O material vegetal testemunho (N° 9259) foi depositado no Herbério
Carirense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA). A
autorizacdo para a coleta de material botanico foi fornecida pelo Sistema de Autorizagéo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), registrado sob o nimero 51674-1.

2.2 Preparagéo dos extratos

Os extratos foram preparados usando 334 g de entrecasca do caule e 294 g de cerne.
As amostras foram adicionadas separadamente em frascos contendo 2 L de etanol, durante
72h a temperatura ambiente. Apds este periodo, o etanol foi removido utilizando aparelho
evaporador rotativo a vacuo (modelo Q-344B, Quimis, Brasil) e banho ultratermal (modelo
Q-214M2, Quimis) sob pressdo reduzida, a uma temperatura de 50° C. Os rendimentos
para 0s extratos foram de 36.0% e 8,8% (ww) para a entrecasca do caule e cerne,

respectivamente.

2.3 Quimicos, reagentes e equipamentos

Todos os produtos quimicos utilizados eram de grau analitico. O metanol e acido
trifluoroacético foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A Cianidina foi
adquirida da ChromaDex. O acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, apigenina,
cinchonaina, catequinas e gquercetina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA). A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
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diodos (CLAE-DAD) foi realizada utilizando o sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto,
Japdo) destaque Auto Sampler (SIL-20A), equipado com Shimadzu LC-20AT com bombas
alternadas conectadas ao desgaseificador DGU 20A5 e com o integrador CBM 20A com
detector DAD (diodo) SPD-M20A e software LC solucdo 1,22 SP1. Os espectros da
transmiténcia (Fourier Transform-Infrared Spectroscopy) FT-IR foram obtidos no
espectrometro da série Agilent Technologies Cary 600. As mensuragdes das absorbancias
em funcdo das concentracdes foram feitas em espectrofotdmetro de UV-visivel (Thermo
Fisher mod. G10S UV-Vis).

2.4 Testes quimicos qualitativos

Os testes fitoquimicos foram realizados para detectar a presenca de heterosideos,
taninos, flavondides, esteroides, triterpenos, cumarinas, quinonas, acidos organicos e de
alcaloides, conforme descrito por Matos [15] baseando-se em leituras colorimétricas ou

formacéo de precipitado apos a adicdo de reagentes especificos.

2.5 Determinacdo do teor de fenois e flavonoides totais

A determinacéo do contetdo fenolicos seguiu o método descrito por Singleton [16],
em gue as diluicdes dos extratos foram preparadas em concentracfes que variaram de 0,05
a 5,0ug/mL. As solugdes permaneceram em estufa por 15 minutos a uma temperatura de
45°C. Apbs este periodo, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro a um comprimento
de onda de 765nm. O teste foi realizado em triplicata. O teor de compostos fenodlicos foi
calculado a partir da curva de calibracao utilizando 4cido galico em pgEq.AG/g.

O teor de flavonoides foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Kosalec [17], com adaptag¢des, utilizando cloreto de aluminio (AICI3). As amostras de cada
extrato foram preparadas a uma concentragdo inicial de 20 pg/mL e diluidas para se obter
as concentragdes de 10, 5,2 e 1 pg/mL. Em 50 pl de cada concentragao dos extratos foram
adicionados 760 pL de metanol, 40 puL de acetato de potassio (10%), cloreto de aluminio
(10%) e 1,120 pL de é4gua destilada. No ensaio em branco, o volume de cloreto de
aluminio e acetato de potassio a 10% foi substituido por &gua destilada. A incubacgéo
ocorreu a temperatura ambiente durante 30 min e a leitura realizada em espectrofotometro
a 415 nm. A curva de calibracdo foi realizada com quercetina, o teste foi realizado em

triplicata e o valor médio expresso em ugEq.Q/g.
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2.6 Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides por CLAE-DAD

As analises cromatograficas com fase reversa foram realizadas utilizando Coluna Cg
(250mn x 4,6 mm) com particulas medindo Sum de diametro. A fase movel consistiu de
fase A = metanol e fase B = solu¢do de &gua com 0,05% de &cido trifluoroacético,
previamente desgaseificada utilizando um banho de ultrassons. Um programa de gradiente,
do seguinte modo: 0 min, 15% de fase A; 35 min, 30% de fase A; 45 min, 40% de fase A,
continuou até 60 minutos, e seguiu-se & 2 minutos pds-tempo para reequilibrar o sistema, a
uma taxa de fluxo de 0.5 mL/min [18]. O eluente foi monitorizado por um PDA, e 0s
comprimentos de onda de deteccdo foram de 254nm para o &cido galico, 280nm para
catequina e cinchonaina; 327nm para clorogénico e acido cafeico; 356nm para quercetina e
apigenina; e 520nm para cianidina. O volume de injecéo de amostra foi de 50 uL.

O extrato etandlico (entrecasca do caule e cerne) de S. floribunda e a fase movel
foram filtradas através de filtro de membrana de 0,45 pm (Millipore) e, em seguida,
desgaseificou-se por banho de ultrassons antes da sua utilizacdo, os extratos de S.
floribunda foram analisados a uma concentragdo de 20 mg/mL. As solugdes de substancias
padrdes de referéncia foram preparadas em fase mével de CLAE numa concentracdo de
0,03 - 0,50 mg/mL. Picos cromatograficos foram confirmados por comparacdo do seu
tempo de retencdo com os de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 - 700
nm). Todas as operacfes cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente e em
triplicata. A curva de calibracdo para cianidina: Y = 11853x + 1347.5 (r = 0.9998); acido
galico: Y = 12675x + 1284.9 (r = 0.9999); catequina: Y = 1308x + 1249.0 (r = 0.9995),
acido clorogénico: Y = 12895x + 1176.1 (r = 0.9997), &cido cafeico: Y = 11963x + 1375.8
(r = 0.9996), quercetina: Y = 13572x + 1263.6 (r = 0.9999), apigenina: Y = 13580x +
1195.4 (r =0.9998) e cinchonaina: Y = 11985x + 1273.4 (r = 0.9997).

O limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado com base
no desvio padrdo das respostas e a inclinacdo por meio de trés curvas de andlise
independentes. LOD e LOQ foram calculados como 3,3 e 10 o/S, respectivamente, onde ¢

é 0 desvio padrdo da resposta e S é o declive da curva de calibragdo [19].

2.7 Espectroscopia de Infravermelho de transformada de Fourier (FT-IR)

As medicBes de transmiténcia FT-IR dos extratos de S. floribunda foram obtidas na

regido do infravermelho médio (4000 cm™ a 600 cm™) com o espectrometro Agilent
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Technologies Cary 600 series. Aproximadamente 1 mg de amostra foi triturado com cerca
de 100 mg de brometo de potéssio (KBr), depois prensado em peletes de 1 mm sob presséo
a cerca de 7 (sete) toneladas. Em seguida, os espectros foram obtidos com 32 varreduras e

uma resolucao espectral de 4 cm™.

2.8 Determinacéo da atividade antibacteriana e moduladora dos aminoglicosideos

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada utilizando o método de
microdiluicdo em caldo [20]. Foram utilizadas quatro estirpes de bactérias padrdo
fornecidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Staphylococcus aureus (ATCC
12692), Enterococcus faecalis (ATCC 4083), Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus
vulgaris (ATCC 13315) e os isolados clinicos multirresistentes: Escherichia coli (27)
obtida de escarro e Staphylococcus aureus (358) de ferida cirlrgica, doadas pela
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Na concentragdo inibitéria minima (CIM)
utilizou-se um inoculo bacteriano de 100 pL suspenso em caldo BHI 10% em placas de
microtitulacdo com 96 pocos. Em seguida, 100 puL de cada extrato foram adicionados em
cada pogo com diluigdes seriadas (1:2), obtendo-se concentra¢des no intervalo de 512 a 8
pg/mL. Para os controles foram utilizados os ultimos pogos de cada coluna e as placas de
microtitulacdo foram incubadas a 37°C por 24 h. A atividade antibacteriana foi detectada
através da adicdo de 25 pL do reagente de resarzurina [21]. A CIM foi definida como as
menores concentracfes para a inibi¢do do crescimento.

Para avaliar os extratos como moduladores da resisténcia aos antibioticos da classe
dos aminoglicosideos (neomicina, gentamicina e amicacina) foram utilizados uma
linhagem Gram (+) (S. aureus ATCC 12692) e uma Gram (-) (E. coli ATCC 25922). O
teste de modulacdo foi determinado na presenca ou auséncia dos extratos, em triplicata.
In6culos bacterianos (CIM/8) em BHI 10% foram distribuidos nas placas com a adicdo de
100 pL das solucdes de antibidticos (1024 pg/mL), avaliados em concentracdes de 512 a
0,5 pg/mL e seguindo o ensaio de microdiluicdo e colorimétrico descrito anteriormente. Os
mesmos controles utilizados na avaliagdo da CIM para os extratos foram utilizados para a

modulacgéo [22].
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2.9 Andlises estatisticas

As diferencas entre os grupos de CLAE foram avaliadas por uma analise de modelo
de variancia e teste de Tukey. Os resultados microbiologicos foram expressos como média
geométrica e a analise dos resultados foi aplicada a ANOVA bidirecional seguida de pos-
teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 6.0. Os resultados com p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
3. Resultados
3.1 Teste fitoquimico

A prospeccdo quimica de extratos S. floribunda indicaram a presenga de taninos
flababénicos e flavonoides (flavonas, flavonodis, xantonas, chalconas, Auronas,
Flavononois, Leucoantocianidinas, Catequinas e flavononas) (Tabela 1), ndo revelando

diferenca de fitoquimicos entre as partes distintas da planta.

Tabela 1 Identificacdo das principais classes quimicas dos extratos etandlicos de S.

floribunda.
Extratos Classes de Metabélitos Secundarios

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Entrecasca - -+ - -+ + + o+ o+ + + + + -
Cerne - -+ - -+ o+ 4+ o+ o+ + + + + -

1 — Fendis; 2 — Taninos Pirogalicos; 3 — Taninos Flababénicos; 4 — Antocianinas; 5 —
Antocianidinas; 6 — Flavonas; 7 — Flavonois; 8 — Xantonas; 9 — Chalconas; 10 — Auronas;
11 — Flavonondis; 12 — Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas; 14 — Flavononas; 15 —

Alcaloides; (+) presenca; (-) auséncia.
3.2 Conteudo total de fendis e flavonoides

O contetdo fendlico obtido para o extrato etanolico da entrecasca e do cerne de S.
floribunda foi de 37,71 + 0,40 pg eq.AG/g e 33,65 £ 1,40 ug eq.AG/g, respectivamente. O
teor de flavonoides obtido foi de 27,84 + 1,60 ug eq.Q/g para a entrecasca do caule e 45,62

+ 3,00 pg eq.Q/g para o cerne. Os dados indicam concentragcdo pouco varidvel destes
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compostos entre as partes vegetais avaliadas. O cerne apresentou concentragdo
significativamente maior de flavonoides quando comparado ao obtido pela entrecasca, em

contra partida apresentou alta quantidade de fenois.

3.3 Anadlise quimica por CLAE-DAD

A andlise por CLAE do extrato etanolico de S. floribunda (entrecasca do caule e
cerne) revelou a presenca de acido galico (tempo de retencdo - tg = 10,45 min; pico 1),
cianidina (tgr = 15,09 min; pico 2), catequina (tr = 19,54 min; pico 3), acido clorogénico (tr
= 25,41 min; pico 4), acido caféico (tg = 27,83 min; pico 5), cinchonaina (tg = 33,01 min;
pico 6), quercetina (tg = 43,76 min; pico 7) e apigenina (tg = 52,95 min; pico 8) (Figurale
Tabela 2).

100

Figura 1 Representacdo do perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia de S.
floribunda, entrecasca (A) e cerne (B). Acido galico (pico 1), cianidina (pico 2), catequina
(3 pico), acido clorogénico (4 pico), acido cafeico (pico 5), cinchonaina (pico 6),

quercetina (pico 7) e apigenina (pico de 8).

De acordo com as partes vegetais analisadas, os resultados dos teores totais e
individuais dos compostos mostram variabilidade gquantitativa. O extrato da entrecasca do
caule apresentou maior concentracdo de compostos fenolicos em relagdo ao extrato do
cerne que ndo revelou a presenca do composto apigenina (Figura 2 e Tabela 2). Estes
resultados corroboram com o teor total de fendis e flavonoides mostrados neste trabalho.

Dentre os compostos, cinchonaina apresentou quantidade substancialmente maior
entre os extratos avaliados, com valores de 10,17 £ 0.01mg/g para a entrecasca do caule e
5,03 £ 0.01lmg/g para o cerne, embora tenha apresentado os valores mais altos para ambas
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as partes vegetais, cinchonaina foi quantitativamente mais elevado para a entrecasca do
caule. Por outro lado, o composto de catequina demostrou-se em menor quantidade para o
extrato da entrecasca (0,61 + 0,03 mg/g), enquanto que para 0 cerne apresentou valor
consideravelmente maior (3,29 + 0,02 mg/g). Além disso, o0 extrato do cerne apresenta o
flavonoide quercetina em quantidade similar ao composto cinchonaina e superior ao
apresentado pelo extrato da entrecasca (5.03 £ 0.01 mg/g e 3.26 £ 0.01 mg/qg,
respectivamente). Com valores semelhantes, cianidina apresentou para 0 extrato da

entrecasca do caule 1.48 + 0.01 mg/g e para o cerne de 1.34 + 0.01 mg/g.

Tabela 2 Composicdo fendlica e flavonoidica do extrato etandlico da entrecasca e cerne de

Secondatia floribunda.

Compostos Entrecasca Cerne LOD LDQ
(mg/g) (mg/g) (ng/mL)  (ng/mL)
Acido galico 3,27 £ 0,02 1,38 +0,03° 0,008 0,027
Cianidina 1,48 +0,01° 1,34 +0,01° 0.019 0,063
Catequina 0,61 +0,03° 3,29 +0,02° 0,025 0,081
Acido clorogénico 1,39 +0,01° 1,18 +0,01° 0,007 0,024
Acido cafeico 3,05 % 0,02° 1,40 + 0,03 0,034 0,113
Cinchonaina 10,17 +0,01° 5,06 + 0,02° 0,023 0,069
Quercetina 3,26 +0,01° 5,03 +0,01° 0,016 0,048
Apigenina 1,49 +0,04° - 0,030 0,091

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (DP) de trés determinagdes.

Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey p <0,05.

O éacido fendlico mais abundante foi o acido galico apresentando 3.27 + 0.02 mg/g

para a entrecasca e 1.38 = 0.03 mg/g para o cerne. No extrato da entrecasca, 0s acidos
fenolicos (acido galico, acido caféico e acido clorogénico) se destacam com quantidades
consideraveis, com exce¢do do acido clorogénico que apresentou quantidade semelhante

entre as partes distintas da planta (1.39 £ 0.01 e 1.18 + 0.01 mg/g, respectivamente).
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Figura 2 Estruturas dos compostos fenolicos detectados no extrato etandlico da entrecasca

e cerne de Secondatia floribunda.
3.4 Espectroscopia de Infravermelho

As figuras 3A e 3B apresentam espectros na regido do infravermelho dos extratos
etandlicos de S. floribunda obtidos pelo modo de transmitancia e com caracteristicas muito
semelhantes. As absorcbes especificas observadas auxiliaram na identificacdo dos
compostos fenolicos e flavonoides, em que o perfil espectroscdpico obtido para o extrato
da entrecasca (Figura 3A) apresentou entre as principais absorcdes: banda larga referente a
deformacéo axial de O—H em 3.376 cm™, na regido de 2.929 e 2.852 cm™ bandas referente
a deformacdo axial dos grupos CH, e CHjs, deformacdo axial C=C de anel aromatico em
1.612, 1.520 e 1.447 cm™.

O espectro de infravermelho do extrato do cerne (Figura 3B) apresenta as seguintes
bandas de absorcao: banda larga referente & ligagdo O—H em 3.365 cm™, deformacéo axial
C-H em 2.925 cm™ referente ao grupo CH,, deformagdo axial C-H em 2.854 cm™

referente a0 grupo CHs, banda de deformacdo axial da ligagdo C=0 em 1.733 cm™, e

62



deformacdo angular no plano de C-H em 1.055 cm™. Entre as principais bandas, a

deformacdo OH proveniente de grupos fendlicos foi obserada na Figura 3.

Entrecasca

A

I T T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm-*)
Cerne
B
T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda (cm-1)

Figura 3 Espectro na regido do infravermelho do extrato de S. floribunda: (A) Entrecasca e
(B) Cerne.

3.5 Atividade Antibacteriana

Na avaliacdo da atividade antibacteriana por microdiluicdo foi observado que o
extrato da entrecasca do caule apresentou Concentra¢do Inibitéria Minima de 512 pg/mL
em todas as linhagens bacterianas, exceto para as linhagens de S. aureus ATCC 12692 com
CIM de 128 pg/mL e para E. coli ATCC 25922 com CIM de 64 pg/mL. Enquanto o
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extrato do cerne apresentou CIM de 512 pg/mL para E. coli, S. aureus ATCC 12692 e S.
aureus 358 e uma CIM > 1024 pg/mL para o restante das linhagens testadas, efeito

considerado ndo substancial.

3.6 Atividade moduladora a aminoglicosideos

A atividade moduladora dos extratos foi realizada com uma linhagem bacteriana
Gram-positiva e uma Gram-negativa, as quais obtiveram resultados com CIM < 512
pg/mL. Na associagdo dos extratos com os antibidticos aminoglicosideos em concentragdes
subnibitdrias (CIM 1/8), verificou-se atividade sinérgica, antagbnica e em alguns casos ndo
influenciou a atividade do antibidtico (Figura 4). O valor mais representativo para a
atividade sinérgica foi observado para o extrato do cerne contra a cepa S. aureus, com
reducdo da CIM da neomicina para menos de 20%. Em relagcdo ao efeito antagonico,
observou-se aumento na CIM quando ambos 0s extratos foram combinados com
gentamicina contra E. coli.

Para o extrato da entrecasca do caule, foi observado efeito sinérgico quando
combinado com a neomicina frente as duas linhagens padrdo testadas (S. aureus and E.
coli), reduzindo a CIM do antibiético em 63% para ambas as estirpes. Na estirpe padréo
de E. coli, a interacdo do extrato com gentamicina gerou um aumento no CIM do
antibidtico (efeito antagonista). O extrato do cerne apresentou sinergismo significativo
com dois dos antibidticos testados. Quando associado a neomicina, reduziu a CIM em
19,8% e 79,3% frente a linhagem padrédo de S. aureus e E. coli, respectivamente. Quando
combinado com amicacina contra E. coli, reduziu a CIM do antibidtico em 31,4% (p <
0.0001). Além disso, o extrato apresentou antagonismo quando associado a gentamicina
frente a mesma linhagem bacteriana. Nas demais interacdes testadas nao foram observadas

atividade moduladora significativa para ambos os extratos avaliados.
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Figura 4 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de aminoglicosideos (Amicacina,
Gentamicina ou Neomicina) na auséncia e presenga do extrato da entrecasca do caule e
cerne de Secundatia floribunda. (A) Cerne de S. floribunda em direcdo a E. coli (ATCC
25922). (B) Cerne de S. floribunda em direcdo a S. aureus (ATCC 12692). (C) Entrecasca
de S. floribunda em direcéo a E. coli (ATCC 25922). (D) Entrecasca de S. floribunda em
direcdo a S. aureus (ATCC 12692). Valores estatisticamente significativos com ** = p
<0,01 e **** = p <0,0001 vs Controle. # vs MIC com p <0,05 significativo. Ns = N&o

significativo; Sin = Sinergismo e Ant = Antagonismo.
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4. Discussao

Os compostos fenolicos identificados sdo amplamente encontrados no reino vegetal e
utilizados na medicina popular para diferentes terapias, desempenhando um papel
fundamental no beneficio para a saude humana. O grande interesse por este uso medicinal
tem intensificado estudos que avaliem o potencial de tais substancias, algumas
apresentando atividades terapéuticas ja reconhecidas, como exemplo, os flavonoides que
dentre as inumeras atividades, podemos citar a anticancerigena, antinflamatoria e
antioxidante e os taninos que possuem acdo antimicrobiana, antiviral, antitumoral e acelera
0 processo de cicatrizagdo [23-27].

Os compostos fenolicos incluindo flavonoides estdo entre os constituintes naturais
que apresentam propriedades fisico-quimicas e caracteristicas estruturais capazes de atuar e
serem eficientes em diferentes atividades bioldgicas [28, 29]. As determinacdes destas
substancias bioativas sdo importantes, pois sua presenca € atribuida a diversos mecanismos
entre eles a capacidade antibacteriana, onde podem auxiliar na inibicdo do crescimento de
microrganismos, incluindo enzimas, toxinas e receptores de sinal e atuar como agentes
moduladores no tratamento de doengas infecciosas [30,31]. Além disso, eles sdo capazes
de formar complexos com proteinas extracelulares sollveis que se ligam a parede celular
da bactéria ou realizam a ruptura da membrana celular, exercendo acdo antimicrobiana
[32].

Entre os compostos testados por CLAE, a analise revelou maior quantidade para
flavonoides em ambas as partes do vegetal avaliadas. Alguns autores relatam a presenca
prioritaria desta classe em outras espécies de Apocynaceae [19,33,34]. Apresentando
variabilidade quantitativa, cinchonaina seguido de quercetina e &cido galico foram os
principais compostos encontrados em S. floribunda.

Muitos fatores sdo responsaveis pela variacdo qualitativa e quantitativa da
concentracdo de compostos. Esta variagdo pode ocorrer entre espécie ou em um mesmo
individuo e constantemente é ocasionada por condi¢es ambientais [35]. O conhecimento
destes fatores é importante, pois podem ajudar na obtencdo de maiores concentragdes de
compostos quimicos alvo atraves do estabelecimento de um periodo de coleta especifico
[36]. Entre os fatores que interferem estdo sazonalidade [37], estresse hidrico [38],
composi¢do do solo [39], radiacdo solar e temperatura [40], fase fenologica [41] entre

outros.
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Estruturalmente, os compostos fendlicos representam uma ampla variedade de
substancias que possuem um ou mais anéis aromaticos ligados a pelo menos um radical
hidroxila e/ou outros substituintes [28, 29] (Figura 2). A determinacdo de sua atividade
bioldgica esta diretamente ligada a vasta diversidade estrutural destes compostos [42] que
pode ser bem reconhecida pela espectroscopia infravermelha, de acordo com Schulz e
Baranska [43]. Devido ao grupo hidroxila (OH), os compostos fendlicos tém potencial de
ligacdo de hidrogénio e podem interagir com proteinas e enzimas, bem como quelar ions
metalicos [8,18,43].

Cinchonaina é um flavolignano, que possui um substituinte fenilpropandide, esta
classe foi detectada pela primeira vez na casca de uma espécie do género Cinchona sp.
(Rubiaceae) [44] e mais tarde foi observado em espécies de familias distintas, dentre elas a
Apocynaceae [45]. Este composto se tornou marcador quimico da espécie Trichillia
catigua Adr. Juss (Meliaceae) por ser majoritario no extrato [46]. Além disso, possui
atividades bioldgicas promissoras, algumas ja relatadas, como a antioxidante [47-49] e a
antibacteriana [46, 50].

Os acidos fenodlicos apresentam um grupo funcional carboxila em sua estrutura
basica, que embora permaneca a mesma, 0s nimeros e as posi¢des do grupo hidroxila
(OH) no anel aromatico variam [29]. O &cido clorogénico possui maior capacidade de
hidroxilacdo, seguido de 4&cido galico e é&cido cafeico, que é o composto mais
representativo da classe [51]. Nos sistemas bioldgicos, estes acidos possuem um
consideravel fator que se refere a capacidade de interagir em ambientes lipofilicos e
hidrofilicos [52], portanto, estes acidos possuem uma importante capacidade bioldgica que
inclui minimizar processos oxidativos [53, 54].

Os resultados contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas mostram que ambos
0S extratos tiveram efeitos inibitorios, uma vez que uma MIC < 256 pg/mL apresenta um
nivel clinicamente relevante [32], no entanto, o efeito com MIC > 1000 pg/mL de acordo
com Houghton et al. [55], ndo mostra um nivel de confianca do ponto de vista clinico, uma
vez que exigiria grandes quantidades de produto natural para atingir uma concentragdo em
niveis plasmaticos. Os efeitos inibitorios observados podem estar relacionados a uma
interacdo entre os &cidos fenolicos e os flavondides, uma vez que essas classes de
metabolitos secundarios possuem atividade antibacteriana bem reconhecida até mesmo em
baixas concentracbes de contetdo [56,57]. Além disso, a atividade significativa
demonstrada pelo extrato da entrecasca pode ser atribuida a quantidade em nivel

consideravel do composto cinchonaina, o qual possui acdo antibacteriana relatada [50] e/ou
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pela presenca de apigenina identificada em sua composi¢do, e que possui efeito
antimicrobiano descrito na literatura [30, 58].

Avaliando as propriedades antimicrobianas do extrato bruto e fracoes
(diclorometano, acetato de etila e butandlica) das folhas e cascas de Tabernaemontana
catharinensis A. DC (Apocynaceae), Boligon et al. [19] descreveram que as fragdes de
diclorometano e butandlica apresentaram melhores resultados contra bactérias Gram-
positivas, esta atividade estd relacionada a acdo sinérgica de diferentes compostos
presentes na planta, particularmente os acidos fenolicos, flavonoides, terpenos e alcaloides,
em combinagé&o.

Pallant et al. [59], atribuiram boa atividade para o extrato bruto e fracdo alcaloidica
de Tabernaemontana elegans (Stapf.), contra bactérias Gram-positivas, incluindo S. aureus
e E. faecalis. Da mesma forma, Assis et al. [60] testando a atividade antibacteriana do
caule de Tabernaemontana angulata Mart. ex Muell. Arg. (Apocynaceae) pelo método de
diluicdo em caldo, observou que o extrato bruto apresentou atividade significativa contra S.
aureus. No entanto, Suffredini et al. [61] monstram que apenas o extrato do da mesma
espécie ndo mostrou atividade contra S. aureus. Além disso, o extrato metandlico do caule
de Aspidosperma ramiflorum Mull.Arg. (Apocynaceae) foi inativo contra E. coli e
Pseudomonas aeruginosa nas concentragdes <1000ug/mL [62].

Observa-se que os trabalhos relativos a acdo antibacteriana para espécies da familia
Apocynaceae geralmente divergem. Esta variacdo pode estar relacionada a composi¢do
quimica do extrato, que enquanto mistura apresenta varias substancias derivadas do
metabolismo primario e secundario, que, em conjunto, podem aumentar a atividade ou
mascarar seus efeitos [19]. Além disso, as variacOes relativas a atividade podem esta
relacionadas com as diferentes técnicas de cada ensaio ou até mesmo através dos diferentes
mecanismos que as substancias vegetais podem atuar [63].

A pesquisa de produtos naturais com propriedades moduladoras tem sido
amplamente divulgada. Muitos desses produtos vegetais tém efeitos sinérgicos
consideraveis, alterando positivamente o efeito dos antibidticos e constituindo uma
alternativa importante para combater 0 aumento da resisténcia microbiana [64]. Os
antibioticos da classe dos aminoglicosideos atuam na inibicdo da sintese proteica [65], de
modo que 0s mecanismos de resisténcia bacteriana envolvem principalmente a ativacao
dos sistemas de efluxo e modificacdo do alvo [66]. Desta forma, os efeitos sinérgicos que
geralmente sdo obtidos pela associacdo de produtos naturais com antibioticos estdo

relacionados ao aumento do influxo da droga, que altera a permeabilidade da membrana
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celular, favorecendo a penetragdo de antibioticos e potencializando seu efeito [30]. Assim,
estudos sobre a associa¢do de produtos naturais e drogas sintéticas ainda sdo promissores
na tentativa de descobrir novas classes quimicas com potencial antibidtico [67,68].

Sabe-se que os compostos fendlicos, incluindo taninos e flavonoéides, devido a sua
constituicdo e concentragdo podem se revelar potencialmente ativos, afetando o
crescimento e 0 metabolismo das bactérias e a inibicdo da sintese de acidos nucleicos [19,
69]. Alguns pesquisadores relataram potencializacdo da acdo antibidtica quando
combinados com extratos contendo compostos fendlicos contra cepas bacterianas
resistentes [10]. Esta associacédo afeta principalmente a fluidez da membrana celular [70] e
interage com enzimas bacterianas responsaveis por mecanismos envolvidos na replicagéo,
transcricao e reparacdo da DNA-topoisomerase, causando um efeito inibitdrio significativo
[71]. Muitos destes estudos enfatizam o isolamento destes compostos para avaliar de forma
mais eficaz o seu potencial [8, 30].

Analisando a atividade antibacteriana de sete compostos fendlicos puros contra
Serratia marcescens, Proteus mirabilis, E. coli, Klebsiella pneumoniae e Flavobacterium
sp. Vaquero et al. [69] verificaram que o &cido cafeico apresentou atividade antibacteriana
eficaz e a quercetina era o inibidor mais forte contra todas as bactérias investigadas. Do
mesmo modo, Fattouch et al. [72] avaliando um extrato e compostos fenolicos puros
descobriram que o acido clorogénico apresentava maior atividade antibacteriana,
particularmente contra S. aureus.

Em um estudo de Lima et al., [57] avaliando os efeitos da atividade antibidtica de
acido galico, &cido cafeico e pirogalol, verificaram que todos os compostos fendlicos
testados foram efetivos na atividade antibacteriana contra S. aureus, sendo que o &cido
cafeico potencializou a atividade contra todas as cepas bacterianas testadas, dentre elas E.
coli. Parveen et al. [73] descreveu que um flavondide isolado das folhas de Alstonia
macrophylla (Apocynaceae) causou a inibicdo significativa do crescimento para S. aureus,
E. coli e Salmonella typhimurium. Em estudo realizado por Camargo e Raddi [74] foi
observada a agédo antibacteriana da quercetina contra S. aureus.

Entre os compostos fendlicos identificados por CLAE-DAD a maioria apresentam
relacdo com atividade antibacteriana em outros estudos. Apigenina e quercetina, foram
relatados anteriormente por apresentarem atividade antibacteriana atuando através de
varios alvos, incluindo inibigdo enzimatica em E. coli [58]. Embora o apigenina ndo esteja
presente na composi¢do do cerne e a quercetina ndo é predominante em ambos 0s extratos,

as acOes sinergicas demonstradas por esses extratos indicam a contribuicdo desses
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compostos mesmo em quantidades menores. Além disso, essa acdo sinérgica também
sugere a participacdo de outros fendlicos como a cinchonaina, predominante nos extratos
avaliados, na atividade e em possiveis combinacdes com os antibioticos. Desta forma, as
atividades nao significativas relatadas estdo possivelmente ligadas aos varios tipos e
concentracOes de substancias ndo fendlicas presentes nos extratos que podem refletir sobre
o efeito modulador.

Os dados obtidos neste estudo sdo relatados pela primeira vez para S. floribunda e
sugerem que os extratos etanolicos da entrecasca do caule e do cerne sejam fonte
clinicamente relevante de nova terapia antibacteriana, devido a presenca de niveis
significativos de compostos com atividade ja reconhecida, como fendlicos e flavonoides. O
conteddo individual de compostos fendlicos por CLAE foi maior no extrato da entrecasca
do caule, no entanto, foi o extrato do cerne que demonstrou maior atividade sinérgica,
indicando a possibilidade do uso desses constituintes associados a antibidticos usuais
contra linhagens Gram-positivas e Gram negativas. Além disso, os resultados observados
neste trabalho para Secondatia floribunda ressaltam seu potencial terapéutico e a
necessidade de estudos que avaliem espécies vegetais que sdo utilizadas por comunidades
locais como fonte de produtos naturais biologicamente ativos, abrindo caminho para

contribuir na busca e desenvolvimento de novos medicamentos.
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CAPITULO 2
Variabilidade dos compostos fenolicos de Secondatia floribunda A.DC
(Apocynaceae) em funcao da sazonalidade e das diferentes fases

fenoldgicas

O capitulo a seguir representa 0 manuscrito submetido segundo as normas estruturais e

bibliogréaficas do periédico Environmental and Experimental Botany.
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Variabilidade dos compostos fendlicos de Secondatia floribunda A.DC (Apocynaceae) em
funcdo da sazonalidade e das diferentes fases fenoldgicas

Resumo

O uso de plantas como alternativa terapéutica intensifica estudos que investigam seus
componentes quimicos ativos que nem sempre relatam como estes compostos se
comportam nas plantas sob a influéncia de fatores ambientais. A variabilidade quantitativa
e qualitativa de compostos fendlicos é frequentemente afetada pela sazonalidade e por
eventos fenologicos. Desta forma, este estudo teve como objetivo analisar a variabilidade
da composicdo fenolica da entrecasca do caule e cerne de Secondatia floribunda A.DC
pela influéncia da sazonalidade e em diferentes fases fenoldgicas. Para analisar a variacao
na composicdo quimica foram realizadas coletas trimestrais durante dois anos
compreendendo as estagdes chuvosa e seca e as fases vegetativas e reprodutivas da espécie.
Os compostos fendlicos foram identificados e quantificados por CLAE-DAD. Durante o
periodo de estudo, S. floribunda apresentou queda de folhas, brotacdo, floracdo e
frutificacdo sendo as duas ultimas fases coincidindo com o periodo de chuvas. Os extratos
etandlicos da entrecasca do caule e do cerne apresentaram rendimentos variando de 1,8 a
36%, com maiores valores entre a estacdo chuvosa (com baixos niveis de precipitacdo) e a
estacdo seca, ndo apresentando relacdo com as fases fenoldgicas. A composicdo fendlica
nos dois anos de estudo para 0s extratos da entrecasca do caule e do cerne foram
qualitativamente idénticos, com excegdo da auséncia do flavonoide apigenina no cerne. Os
compostos variaram entre as partes vegetais e apresentaram alteracGes nos niveis durante
todas as coletas, respondendo tanto quantitativamente como qualitativamente a
sazonalidade e a fenologia. Os extratos apresentaram quantidades elevadas de compostos
fendlicos na estacdo chuvosa, principalmente durante as fases reprodutivas. Essas
informacdes sdo Uteis para ampliar o conhecimento sobre a espécie e contribuem para o
estabelecimento do periodo de coleta mais adequado de S. floribunda visando maiores
rendimentos e concentra¢cbes de compostos quimicos responsdveis por diferentes

atividades terapéuticas.

Palavras-chave: Perfil Quimico; Compostos Fendlicos; Sazonalidade; Fenologia; Variacao

Quimica.
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1. Introducéo

A busca sistematica por substancias com potencial medicinal tem sido realizada por
diversas abordagens, permitindo a selecdo de plantas que representem uma alternativa
eficaz na obtencdo de novos compostos bioativos e consequentemente de novos
medicamentos (Nascimento et al., 2014; Verma e Shukla, 2015). Entre as diversas
abordagens, a ecologia quimica vem impulsionando a descoberta de novos potenciais
terapéuticos com base na distribuicdo de metabdlitos secundarios nas plantas (Albuquerque
etal., 2012; Melo et al., 2017).

A composi¢do quimica das plantas é influenciada por processos adaptativos em
resposta a varios fatores bidticos e abidticos que afetam na sua producdo, quantidade e
natureza, tais como diferentes niveis de estresse, sazonalidade, radiacdo solar, fase
fenoldgica e herbivoria (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Com isso, a biossintese desses
compostos € influenciada e apresentam variagBes qualitativas e quantitativas ndo sendo
constantes ao longo do ano e ndo sendo produzidos por todas as partes da planta. Os
estresses abidticos, como varia¢fes sazonais ou exposi¢do a niveis elevados de luz, podem
levar a reducdo de alguns dos processos bioguimicos associados ao desenvolvimento da
planta (Ili¢ e Fallik, 2017; Ramakrishna e Ravishankar, 2011). Consequentemente permite
0 aumento a defesa e alteram 0s mecanismos bioquimicos dos compostos, principalmente
os fenolicos, que estdo diretamente relacionados a protecdo da planta e na sua capacidade
de adaptacdo (Nascimento e Fett-Neto, 2010; Sartor et al., 2013).

Os compostos fenolicos nos tecidos das plantas apresentam variagdes nos niveis e na
producdo de principios ativos responsaveis por efeitos bioldgicos de grande alcance para a
salde humana (Almeida et al., 2005; Ouerghemmi et al., 2016). Aspectos que envolvem a
variabilidade destes compostos sdo considerados importantes para orientar pesquisas que
visam o isolamento de produtos naturais, especialmente para 0s que sdo de interesse
medicinal (Figueiredo et al., 2009). Consequentemente, varios estudos tém reconhecido a
importancia de comparar as variagdes dos componentes bioativos nas plantas em diferentes
épocas de colheita, sendo Gteis as informagdes que confirmam o periodo ideal para
obtencéo de rendimentos consideraveis de compostos alvos (Chen et al., 2010; Sousa et al.,
2014; Yao et al. 2016). Entretanto, ainda séo poucas as pesquisas que avaliam as variacfes
quimicas das espécies relacionadas a fatores ambientais e a maioria se concentra em
analisar a varia¢do quimica em 0Oleos essenciais incluindo predominantemente espécies ate

ja comercialmente conhecidas (Gobbo-Neto e Lopes, 2007) e pouco investindo nas
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espécies que possuem relatos medicinais e que ainda estdo presentes somente em
ambientes naturais e/ou conservados.

Secondatia floribunda A. DC. € uma liana endémica do Brasil que ocorre em
diferentes regides do Nordeste e Sudeste, sendo frequentemente relatada em estudos
etnoboténicos realizados em areas de cerrado na Chapada do Araripe, onde evidenciam
diversas propriedades terapéuticas (Macedo et al., 2015; Ribeiro et al., 2014; Saraiva et al.,
2015). Até pouco tempo seu perfil quimico-bioldgico era desconhecido, sendo relatado por
Ribeiro et al., (2017), a presenca de niveis consideraveis de compostos fenolicos, os quais
forneceram agdo antimicrobiana. No entanto, ndo existem relatos sobre a variabilidade
quimica da espécie coletada durante diferentes periodos. Desta forma, este estudo pretende
contribuir com informacdes sobre o perfil fendlico de S. floribunda, avaliando as variacdes

quimicas durante periodos sazonais distintos e nas diferentes fases fenoldgicas.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo/Local de amostragem

A pesquisa foi realizada na Floresta Nacional do Araripe (FLONA), no municipio de
Crato, Nordeste do Brasil (Figura 1.). A area de amostragem é conhecida por Malhada
Bonita (07° 11° S e 39° 13> W e 640 m de altitude) localizada em uma éarea de Cerraddo
(vegetacdo savanica semidecidua) aparentemente conservada e que apresenta abundancia
de individuos da espécie em estudo. O solo € constituido predominantemente de Latossolos
Vermelho-Distréficos e o clima Tropical Quente Umido apresentando pouca variacio
térmica com temperatura média anual entre 24°C e 26°C (Cavalcanti e Lopes, 1994; Costa
et al., 2004). A regido possui duas estacOes distintas, uma chuvosa concentrada entre 0s
meses de janeiro a abril e outra longa seca que dura cerca de sete meses, com escassez
critica entre julho e setembro, apesar disso, a regido ndo apresenta caracteristicas
acentuadas de déficit hidrico, devido a ressurgéncia de agua infiltrada em toda a area do
topo (Loiola et al., 2015). A Chapada do Araripe dependendo das condi¢fes atmosfericas e
do mar recebe em média 1.043 milimetros (mm) de chuvas por ano, resultando em uma
média de 700-1000 mm/ano, sua topografia influéncia diretamente as condicdes climaticas,
interagindo com as massas de ar e proporcionando um clima brando em relacdo as outras
regides semiaridas circundantes, causando interferéncia direta a flora local (Costa et al.,
2004).
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Figura 1. Localizacdo geografica da area de estudo na Chapada do Araripe, Ceara, Brasil.
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2.2. Coleta do material vegetal

Para 0 monitoramento dos compostos fendlicos e flavonoides foram selecionados
trés individuos de S. floribunda com aspecto visualmente saudavel no interior da area de
cerraddo, com caracteristicas semelhantes em relagdo ao comprimento, didmetro e por
conta da proximidade de um individuo a outro (cerca de 6 metros), permitiu-se condigdes
ambientais homogéneas relacionadas ao nivel do solo, temperatura, umidade e
luminosidade.

Coletas trimestrais entre os quinze primeiros dias dos meses de janeiro, abril, julho e
outubro de 2015 e 2016, foram realizadas compreendendo distintos periodos sazonais
(chuvoso e seco) e diferentes fases fenoldgicas (vegetativa e reprodutiva). Para a obtencao
de amostras de entrecasca do caule e cerne foram coletados ramos de 50 cm de
comprimento e com cerca de 20 a 15 cm de didmetro, para evitar o comprometimento e a

capacidade de recuperacédo dos individuos.

2.3. ldentificacdo do material botanico

O material vegetal testemunho foi acondicionado e tratado segundo as técnicas
usuais de herborizacdo (Mori et al., 1989). Posteriormente identificado e depositado no
Herbario Carirense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri
(URCA) com registro N° 9259. A autorizacdo para a coleta de material botanico foi
fornecida pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),

registrado sob o numero 51674-1.

2.4. Dados Meteorolégicos

Os dados meteoroldgicos de temperatura e indice pluviométrico foram obtidos a
partir dos registros da Fundagdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos
(FUNCEME), a qual mantém postos pluviométricos em pontos especificos do Ceara.
Foram utilizadas as informac0es referentes ao posto Lameiro localizado a pouco mais de 8
km do local de coleta. Os dados foram empregados para fins de comparagdo, com as

variagOes quantitativas e qualitativas observadas para os extratos de S. floribunda.
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2.5. Preparagdo dos extratos

Foram obtidos 16 extratos, oito da entrecasca do caule e oito do cerne, durante dois
anos. As amostras foram trituradas e adicionadas separadamente em frascos contendo 2 L
de etanol, durante 72h a temperatura ambiente. Apos este periodo, o etanol foi destilado
utilizando evaporador rotativo a vacuo (modelo Q-344B, Quimis, Brasil) e banho
ultratermal (modelo Q-214M2, Quimis) sob pressdo reduzida, a uma temperatura de 50° C,

para evitar a degradacéo de substancias termosensiveis (Matos,1997).

2.6. Quimicos, reagentes e equipamentos

Todos os produtos quimicos utilizados eram de grau analitico, metanol e &cido
trifluoroacético foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A Cianidina foi
adquirida da ChromaDex. O &cido galico, acido clorogénico, &cido cafeico, apigenina,
cinchonaina, catequina e quercetina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD) foi realizada utilizando o sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto,
Japdo) destaque Auto Sampler (SIL-20A), equipado com Shimadzu LC-20AT com bombas
alternadas conectadas ao desgaseificador DGU 20A5 e com o integrador CBM 20A com
detector DAD (diodo) SPD-M20A e software LC solu¢édo 1,22 SP1.

2.7. Prospecgdo qualitativa dos constituintes quimicos

Os testes fitoquimicos foram realizados para detectar a presenca de heterosideos,
taninos, flavondides, esteroides, triterpenos, cumarinas, quinonas, acidos organicos e de
alcaloides, conforme descrito por Matos (1997) baseando-se em leituras colorimétricas ou

formacao de precipitado ap6s a adicdo de reagentes especificos.

2.8. Quantificacdo de compostos fenolicos e flavonoides por CLAE-DAD

As analises cromatograficas de fase reversa foram realizadas utilizando coluna Cig
(250 mn x 4,6 mm) com particulas medindo 5 um de didmetro. A fase movel consistiu de
fase A = metanol e fase B = solu¢do de &gua com 0,05% de 4&cido trifluoroacético,

previamente desgaseificada utilizando um banho de ultrassom. Um programa de gradiente,
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do seguinte modo: 0 min, 15% de fase A; 35 min, 30% de fase A; 45 min, 40 % de fase A,
continuou até 60 minutos, e seguiu-se & 2 min pos-tempo para reequilibrar o sistema, a
uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min (Sousa et al., 2015; Ribeiro et al., 2017). O eluente foi
monitorizado por detectores baseados em arranjos de diodos (PDA, “Photodiode Array”), e
os comprimentos de onda foram detectados a 254 nm para o acido galico, 280 nm para
catequina e cinchonaina; 327 nm para &cido clorogénico e acido cafeico; 356 nm para
quercetina e apigenina; e 520 nm para cianidina. O volume de injecdo de amostra foi de 50
pl.

Todas as amostras de S. floribunda e a fase movel foram filtradas através de filtro de
membrana de 0,45 um (Millipore) ¢ depois desgaseificadas por banho de ultrassom. Os
extratos (entrecasca e cerne) de S. floribunda foram analisados a uma concentragao de 20
mg/mL. As solucbes de substancias padrbes de referéncias foram preparadas em
concentracdes de 0,030 - 0,500 mg/mL. Os picos cromatograficos foram confirmados por
comparacdo do seu tempo de retencdo com os de padrbes de referéncia e por espectros de
detector de arranjos de diodos (DAD) (200 a 700 nm). Todas as operagdes cromatogréaficas

foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

2.9. Andlises estatisticas

As diferencas estatisticas entre 0s cromatogramas por CLAE-DAD foram avaliadas
por analise de modelo de variancia de duas vias e teste de Tukey. O nivel de significancia
foi definido como P < 0,05 usando o software R 3.1.1. (R Core Team, 2014). A
variabilidade entre os compostos fendlicos da entrecasca do caule e cerne identificados e
os dados pluviométricos foi avaliada pelo uso da Analise de Componentes Principais
(PCA). Essa andlise qualitativa permitiu obter uma melhor Vvisualizacdo da
dimensionalidade dos diferentes conjuntos de dados e uma visdo mais distinta da relacao

entre as variaveis, utilizando o software Minitab 18.

3. Resultados

3.1. Rendimento dos extratos em funcao da sazonalidade e da fenologia

Os dados meteorologicos registrados para o ano de 2015, mostraram precipitacdo de

1.069 mm (média de 89,08 mm/més) com pico maximo no més de margo (473 mm). Para
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2016, o nivel mais elevado de precipitacao foi em janeiro (409 mm), sendo registrado neste

ano um total de 968 mm (média de 80,41 mm/més) (Figura 2). Nos dois anos de estudo, o

periodo de chuva foi registrado nos meses de janeiro a maio e 0 seco de junho a dezembro

ndo tendo sido registrado precipitacdo em agosto e setembro de 2015 e em julho, agosto,

outubro e novembro de 2016, sendo este considerado 0 ano mais seco quando relacionado

ao primeiro. Apesar de inserida em um ambiente semiarido, a Chapada do Araripe

apresenta diferencas peculiares em seu clima, tornado as alteracfes climaticas diferentes

das que ocorrem nas areas circundantes e ndo apresentando temperaturas muito elevadas,

variando durante o ano de 2015 de 20 a 30 °C com elevagdes ao final da estacdo chuvosa.

Para 2016 as temperaturas foram mais altas quando comparadas ao ano anterior e variaram

de 18 a 32 °C, com niveis elevados durante o periodo seco.
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Durante os dois anos de estudo, S. floribunda apresentou fase vegetativa (queda de
folhas e brotacao) e reprodutiva (floracéo e frutificacdo), sendo que os periodos de coleta
da espécie ndo coincidiram com a fase de brotamento. Durante a estacdo chuvosa, as
coletas de janeiro e abril (2015 e 2016) coincidiram com as fases de floracéo e frutificacéo,
respectivamente. Na estacdo seca, observou-se que a troca de folhas foi gradual, havendo
desfolhacdo completa, de modo que os individuos dessa espécie por um periodo do ano
ndo possuiam folhas (julho a outubro de 2015 e 2016). Em outubro de 2016, foi observado
um adiantamento do estagio reprodutivo, tendo sido verificado pouco depois da queda das
folhas a ocorréncia de floragdo intensa (fenofase irregular), situacdo incomum observada
para a espécie. A distribuicdo das fenofases nessa espécie obedece ao regime das chuvas.

O rendimento dos extratos da entrecasca do caule e cerne, durante os dois anos de
coleta, apresentaram as maiores quantidades no periodo chuvoso, em baixos niveis de
precipitacdo (Tabela 1). Os resultados mostram variagfes no rendimento de 1,8 a 36%,
evidenciando a influéncia das diferentes épocas de coleta sobre os teores. Dessa forma, no
ano de 2015, na estacdo chuvosa associada ao inicio do periodo de floragdo (janeiro)
ocorreram 0s maiores rendimentos de extrato, os quais decairam na frutificacdo (abril) ao
final do mesmo periodo e voltaram a subir na estacdo seca no periodo de queda foliar
(julho e outubro).

Em 2016, os melhores valores também estiveram associados ao periodo reprodutivo
(frutificacdo) na estacdo chuvosa (abril), com baixa precipitacdo. Na estacdo seca, 0S
rendimentos mantiveram valores semelhantes a estacdo chuvosa (com pouca precipitacdo)
coincidindo com o periodo de queda foliar (julho).

Entre as partes vegetais, 0s extratos da entrecasca do caule apresentaram 0s
rendimentos mais altos, variando de 5,6 a 36%, com maiores valores ao final da estacéo
chuvosa e inicio da seca. Em 2015 os maiores rendimentos foram no periodo de floracéo,
seguido de queda foliar e frutificacdo, enquanto que em 2016 foi na frutificacdo, seguido
de queda foliar e floracdo. J& os extratos do cerne mostraram rendimentos menores quando
comparados a entrecasca, apresentando valores que variaram de 1,8 a 11,8%. Os valores
mais altos de rendimento para o cerne também estiveram associados a baixos niveis de

precipitacdo, na fase de frutificacdo, seguida de floragéo e queda foliar.
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Tabela 1. Rendimento trimestral dos extratos de Secondatia floribunda.

Periodo Massa seca (q) Massa final Rendimento
sazonal/ . Periodo g do extrato (g) (%)
Precipitacdo Més/Ano Fenoldgico

prtag g EEE EEC EEE EEC EEE EEC
(mm)
Chuvoso

72 Jan 2015 Floragdo 3340 3820 120,0 26,0 36,0 6,8

216 Abr 2015 Frutificacdo 228,0 318,0 20,0 8,0 8,7 2,5

Seco

31 Jul 2015 ] 2330 4670 36,0 8,0 155 18

11 Out 2015 Queda foliar 790 60,0 120 40 152 6,7
Chuvoso

409 Jan 2016 Floragdo 258,0 188,0 18,0 10,0 7,0 53

36 Abr 2016 Frutificacdo 56,0 68,0 8,0 8,0 143 118
Seco

0 Jul 2016 Queda foliar 71,0 1050 8,0 4,0 11,3 38

0 Out 2016 Queda foliar/ 2520 66,0 140 6,0 5,6 9,1

floracao

EEE: Extrato Etandlico da Entrecasca; EEC: Extrato Etanolico do Cerne.

3.2. Anélise quimica qualitativa

Os testes quimicos qualitativos realizados com os extratos etandlicos da entrecasca
do caule e cerne de S. floribunda para todos 0os meses de coleta indicaram a presenca e
auséncia de algumas classes de metabolitos secundarios. Verificou-se a presenca de taninos
condensados e flavonoides (flavonas, flavondis, flavononas, flavonondis, xantonas,
chalconas, auronas, leucoantocianidinas) e catequinas, ndo sendo verificados alcaloides. Os
testes ndo revelaram diferengas na presenca de fitoquimicos nos extratos e nas distintas

partes da planta durante as coletas.

3.3. Perfil de composicao fendlica dos extratos por CLAE-DAD

No total, oito componentes fendlicos principais foram identificados nos extratos

etandlicos da entrecasca do caule e do cerne de S. floribunda. As analises por CLAE-DAD
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revelaram a presenca de acido galico (tempo de Retencdo - tg = 10,03 min; pico 1),
cianidina (tr = 14,26 min; pico 2), catequina (tr = 18,61 min; pico 3), acido clorogénico (tr
= 24,53 min; pico 4), acido caféico (tg = 27,36 min; pico 5), cinchonaina (tg = 34,98 min;
pico 6), quercetina (tg = 45,35 min; pico 7) e apigenina (tg = 52,12 min; pico 8). As
amostras contém outros compostos, além dos aqui identificados e quantificados, e devido a
diversidade de compostos fenolicos em extratos, é dificil caracterizar cada um deles, desta
forma, somente os identificados foram utilizados no presente estudo como marcadores
quimiotaxonémicos para avaliar diferencas e semelhancas em todo o lote analitico.

A composicéo de fendlicos presente nos extratos da entrecasca do caule e do cerne
durante os dois anos de estudo foram qualitativamente idénticos, com excec¢do da auséncia
do flavonoide apigenina no cerne. No aspecto quantitativo, os extratos da entrecasca do
caule apresentaram maior quantidade de compostos fendlicos em relacdo aos do cerne,
embora indicando para ambas as partes variabilidade quantitativa dos teores totais e
individuais.

Cinchonaina foi o composto mais elevado quantitativamente, com a maior
concentracdo observada no inicio da estacdo chuvosa (fase de floracdo), nos dois anos de
estudo, seguidos por quercetina que apresentou rendimentos mais altos principalmente no
segundo ano de coleta, no periodo chuvoso (janeiro e abril de 2016) quando coletado nas
fenofases de floragdo e frutificacdo e no final da estacdo seca (outubro de 2016) na fase de
queda foliar, apresentando valores proximos a cinchonaina.

Os é&cidos fendlicos, cafeico e galico também apresentaram quantidades elevadas,
com valores mais altos ao final da estacdo seca (periodo de queda foliar) e inicio da
chuvosa (periodo de floracdo). Os outros flavonoides identificados, cianidina, catequina e
apigenina mostraram padrdes sazonais de producdo, com as menores concentracfes ao
final da estacdo chuvosa e na seca. Entre as estacdes nos dois anos de estudo, verificou-se
que no periodo de chuvas os extratos de S. floribunda foram mais abundantes, com
destaque para 0 ano de 2015 em que os niveis de precipitacdo foram mais elevados.

3.4. Variagdo na composicdo fendlica entre os compostos identificados na entrecasca do

caule

Os extratos da entrecasca do caule apresentaram maiores teores de compostos
fenolicos, principalmente no primeiro ano de coleta onde houve maior indice

pluviométrico (Tabela 2. e Figura 3.). Entre os compostos, cinchonaina foi mais abundante
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nos dois anos de estudo, com maior concentracdo observada nas estacOes chuvosas,
coincidindo com o periodo de floragdo, apresentando valor de 10,17 + 0,01 mg/g em
janeiro de 2015 (precipitacdo baixa) e de 6,94 + 0,03 mg/g em janeiro de 2016
(precipitacdo alta). Quercetina também apresentou quantidades elevadas durante a estacao
chuvosa na fase de floragéo, entretanto os valores mais altos (5,01 = 0,04 mg/g em 2015 e
6,81 + 0,04 mg/g em 2016) foram associados a niveis de precipitacdo maiores.

Os flavonoides, cianidina e apigenina durante os dois anos de estudo, mostraram
afinidade com os periodos de floracéo (janeiro) e queda foliar (julho) apresentando maiores
concentragfes tanto no periodo chuvoso quanto no seco, ndo havendo um padréo para o
rendimento entre as estacfes. Os niveis mais baixos para cianidina durante os dois anos,
coincidiram com a auséncia de catequina, que obteve rendimento significativo somente no
més de julho de 2015 (1,98 + 0,01 mg/g) no inicio do periodo seco coincidindo com a
queda foliar. Catequina néo foi presente nos meses de abril (final da estacdo chuvosa) e
outubro (estacdo seca) de 2015 e 2016, nas fases de frutificacdo e queda das folhas,
respectivamente.

Entre os &cidos fendlicos, o &cido cafeico foi 0 mais abundante com valores elevados
durante a estagdo seca no ano de 2015 (3,64 + 0,02 mg/g e 5,63 £ 0,02 mg/g — queda
foliar). Ja na estacdo chuvosa este composto apresentou valores de 3,05 £ 0,02 mg/g e 3,28
+ 0,01 mg/g, que foram semelhantes aos verificados no segundo ano de estudo na mesma
estacdo, com reducdo observada apenas em outubro de 2016, na fase de queda foliar
associada com a floracdo. O acido galico apresentou-se em maior quantidade em 2015 no
periodo de chuva (3,27 + 0,02 mg/g e 3,19 £+ 0,01 mg/g — floracdo e frutificacdo,
respectivamente) reduzindo seus valores ao final da estacdo seca (2,97 + 0,03 mg/g e 1,87
+ 0,02 mg/g — queda foliar) e voltando a subir (3,01 £ 0,04 mg/g) somente em 2016 com
inicio da mesma estacdo, quando foi observado flores (outubro de 2016). O &cido
clorogénico obteve seu melhor rendimento apenas em janeiro de 2015 (floragéo), no
periodo chuvoso com baixa precipitacdo, verificando-se auséncia durante os meses de
julho de 2015 e 2016 (estagdo seca) no periodo de queda foliar e em janeiro de 2016 na

floracdo (estagéo chuvosa com alta precipitacéo).
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Figura 3. Representacdo do perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos
da Entrecasca do caule de S. floribunda. Pico 1: &cido galico, Pico 2: cianidina, Pico 3:
catequina, Pico 4: acido clorogénico, Pico 5: &cido caféico, Pico 6: cinchonaina, Pico 7:
quercetina, Pico 8: apigenina. A: coleta da entrecasca do caule 1; B: coleta da entrecasca
do caule 2; C: coleta da entrecasca do caule 3; D: coleta da entrecasca do caule 4; E: coleta
da entrecasca do caule 5; F: coleta da entrecasca do caule 6; G: coleta da entrecasca do

caule 7; H: coleta da entrecasca do caule 8.
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Tabela 2. Composic¢do do extrato etandlico da entrecasca do caule de Secondatia floribunda coletada em diferentes periodos.

Chuvoso Seco Chuvoso Seco
Entrecasca
72 mm 216 mm 31 mm 11 mm 409 mm 36 mm 0mm 0mm
. ) . _ Queda foliar/
Floracdo  Frutificacdo Queda foliar Floracdo  Frutificacdo Queda foliar
floracao
Compostos Jan/2015 Abr/2015 Jul/2015 Out/2015 Jan/2016 Abr/2016 Jul/2016 Out/2016
mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
Acido galico 327+0,02* 3,19+0,01* 2,97+0,03" 1,87+0,02° 0,67+0,03 071+0,04 183+0,02® 3,01+0,04°
Cianidina 1,48+0,01° 0,25+0,01° 2,05+0,05° 0,15+0,01° 3,05+0,05* 021+0,01" 1,24+0,01° 0,19+0,01°
Catequina 0,61 +0,03° - 1,98 +0,01° - 0,56 + 0,01° - 0,15 +0,01° -
Acido clorogénico 1,39 +0,01° 0,31 0,03 - 0,42 +0,03° - 0,59 + 0,03 - 0,61 + 0,03°
Acido cafeico 3,05+0,02° 328+0,01° 3,64+002° 563+0,02° 372+0,02° 3,15+0,04° 3,19+0,03" 1,79 +0,02°
Cinchonaina 10,17 £0,01° 7,42+0,02° 7,83+0,02° 6,84+0,01° 6,94+0,03° 593+0,02" 6,08+002° 6,53+0,01°
Quercetina 3,26 +0,01* 5,01+0,04 3,01+001* 258+0,01" 681+0,04° 583+004"° 1,17+0,05° 5,98+0,05"
Apigenina 1,49+0,04° 0,13+0,01° 2,14+0,01° 0,39+0,04° 1,69+0,03° 054+0,01® 0,64+0,01* 0,21+0,04°
Total 2472 +0,15 19,59+0,13 23,62+0,15 17,88+0,14 2344+021 16,96+0,19 14,30+0,15 18,32+0,20
Total por estacéo 44,31 + 0,28 41,50 £ 0,29 40,40 £0,40 33,62 £ 0,35

Os resultados séo expressos como média + desvio padréo (DP) de trés determinacdes. Por coleta as médias seguidas por letras diferentes diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey P < 0,05. Precipitagdo em milimetros (mm).



3.5. Variagdo na composicao fendlica entre os compostos identificados no cerne

Os extratos do cerne se comportaram qualitativamente iguais durante os dois anos
(2015 e 2016), com excecdo da ultima coleta (outubro de 2016) em que néo foi verificado
0 composto catequina (Tabela 3. e Figura 4.). De acordo com as estagdes, 0s extratos
apresentaram melhores rendimentos de compostos fendlicos durante a estacdo chuvosa no
primeiro ano e durante a seca no segundo. O valor mais elevado registrado para 0s
compostos foi em abril de 2015, no periodo chuvoso, coincidindo com a fase de
frutificacdo, porém, no segundo ano (abril de 2016) no mesmo periodo foi verificado o
menor rendimento de compostos fendlicos identificados no extrato, tendo por possivel
influéncia os niveis de precipitacdo, que foi mais elevado em abril de 2015.

Assim como 0s extratos da entrecasca do caule, os do cerne tiveram como principal
composto entre os fendlicos identificados a cinchonaina com maiores quantidades
observadas ao final da estacdo chuvosa (frutificacdo) e inicio da seca (queda foliar),
mantendo-se com valores similares até o inicio da estacdo chuvosa de 2016 (floracédo),
apresentando reducdo na fase de frutificacdo e voltando a subir com o inicio do periodo
seco (queda foliar - 2016). Os valores mais altos para quercetina (5,03 £ 0,01 mg/g e 4,03
+ 0,04 mg/qg) estiveram associados aos periodos de floracdo durante as estages chuvosas,
com diferentes niveis de precipitacdo e ao final das estacGes secas, com destaque para
outubro de 2016 que obteve rendimento de 5,94 + 0,03 mg/g, na fase de queda foliar com
floragcdo. O acido cafeico apresentou quantidade significativa (6,78 + 0,03 mg/g) somente
em janeiro de 2016 (periodo de chuva com alta precipitacdo) durante a floracdo, com
valores consideraveis ainda na frutificacdo para os dois anos. O &cido clorogénico também
apresentou relacdo com o periodo chuvoso, mas somente em 2015 na fase de frutificacéo,
apresentando niveis ainda altos no periodo seco relacionados a queda foliar. Desta forma, o
acido galico obteve afinidade com os periodos secos, com valores significativos nesta
estacdo associadas a queda foliar.

Cianidina e catequina, ndo apresentaram afinidade com o periodo de seca mesmo
quando registrado niveis de precipitacdo, sendo verificado na auséncia de cianidina (julho
de 2015 e 2016) valores minimos de catequina no periodo de queda foliar e a auséncia
destes dois flavonoides no periodo de queda foliar/floracdo em 2016.

92



Al A
100+ 1007

madLl mALl

Al

[}
tii]a

A mal

Figura 4. Representacdo do perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos
do Cerne de S. floribunda. Pico 1: &cido galico, Pico 2: cianidina, Pico 3: catequina, Pico
4: acido clorogénico, Pico 5: acido cafeico, Pico 6: cinchonaina, Pico 7: quercetina. A:
coleta de cerne 1; B: coleta de cerne 2; C: coleta de cerne 3; D: coleta de cerne 4; E: coleta

de cerne 5; F: coleta de cerne 6; G: coleta de cerne 7; H: coleta de cerne 8.
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Tabela 3. Composic¢do do extrato etandlico do cerne de Secondatia floribunda coletada em diferentes periodos.

Chuvoso Seco Chuvoso Seco
Cerne 72 mm 216 mm 31 mm 11 mm 409 mm 36 mm 0 mm 0 mm
. ) . _ Queda foliar/
Floracdo  Frutificacdo Queda foliar Floracdo Frutificacdo Queda foliar
Floracéo
Compostos Jan/2015 Abr/2015 Jul/2015 Out/2015 Jan/2016 Abr/2016 Jul/2016 Out/2016
mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
Acido galico 1,38+0,03a 2,79+0,05a 3,94+0,0la 2,18+0,03a 0,73+0,0la 169+0,0la 196+0,03a 3,76 £0,04a
Cianidina 1,34+0,0la 0,45+0,01b 0,51+0,02b - 0,41+£0,05b 0,14 +0,03b - -
Catequina 3,29+£0,02b 4,01+0,01c - 0,39+£0,01b 0,36 £0,01b 0,50+0,04c 0,18 +0,04b -
Acido clorogénico 1,18 +0,01c 2,08+0,01d 1,97 +0,03c 1,25+0,03c 0,35+0,01b 0,49+0,01c 057+0,05c 1,85+0,01b
Acido cafeico 1,40+0,03a 3,83+0,02c 2,03+0,02c 2,47 +0,02a 6,78+0,03c 3,07+0,01d 1,73+0,0la 1,98+0,02a
Cinchonaina 5,06+0,02d 7,52+0,04e 7,68+0,01d 7,35+0,01d 7,19+0,01d 546+0,02e 6,28+0,03d 6,07 +0,02c
Quercetina 503+0,01d 396+0,05c 2,11+0,0lc 4,16+0,0le 4,03+0,04a 0,81+0,02a 391+0,02  594+0,03c
Total 18,68 +£0,13 24,64+0,19 1824+0,10 17,80+0,11 19,85+0,16 12,16+0,14 14,63+0,18 19,60+0,12
Total por estacado 43,32 £ 0,32 36,04 £ 0,21 32,01 +£0,30 34,23 £0,30

Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo (DP) de trés determinacdes. Por coleta as médias seguidas por letras diferentes diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey P < 0,05. Precipitagdo em milimetros (mm).
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3.6 Anélise de Componentes Principais (PCA)

A PCA permitiu avaliar o grau de semelhanca entre os compostos fendlicos
identificados nos extratos etandlicos da entrecasca do caule e cerne e os dados
pluviométricos. Essa analise agrupou as amostras com as mesmas caracteristicas e reduziu
0 numero de dimensdes no conjunto de dados sem perder informagdes relevantes. A PCA
foi realizada com 7 e 8 compostos fenolicos identificados nos extratos do cerne e da
entrecasca do caule, respectivamente.

Para o extrato da entrecasca do caule, o primeiro componente (PC 1) explica 33,7%,
0 segundo (PC 2) 26,9% e o terceiro (PC 3) 18,3%. Os diagramas de dispersdo do PC 1
versus PC 2 (Figura 5.), que representam 60,6% da variancia total, foram escolhidos para
serem apresentados e analisados aqui porque o primeiro explica a maior quantidade de
variacdo, no entanto, analisando o gréfico, foi possivel observar que a concentracdo dos
compostos é menos afetada pela sazonalidade. Para PC 1 (eixo vertical) sdo observadas
cargas positivas para cianidina, catequina, cinchonaina, acido galico, apigenina e para a
precipitacdo, e cargas negativas para acido clorogénico, acido cafeico e quercetina.
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Figura 5. Analise de componentes principais dos compostos fenolicos identificados nos
extratos etandlicos da entrecasca do caule de Secondatia floribunda e os dados

pluviométricos, coletada em diferentes periodos sazonais por dois anos.
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PC 2 (eixo horizontal) possui cargas positivas para o acido galico, catequina, acido
clorogénico, cinchonaina e apigenina e carregamento negativo apenas para precipitagéo,
cianidina, acido cafeico e quercetina. A Figura 5, demostra que 0s compostos cujos vetores
apontam para os marcadores de chuva, indicam uma homogeneidade no rendimento dos
extratos nos diferentes periodos sazonais e fases fenologicas, corroborando com os dados
apresentados na Tabela 2.

Para o cerne, o primeiro componente (PC 1) explica 69,0%, o segundo (PC 2) 18,6%
e o terceiro (PC 3) 9,1%. Os diagramas de dispersdo de PC 1 versus PC 2 (Figura 6.),
representam 87,6% da variancia total, foram escolhidos para serem apresentados e
analisados aqui porque o primeiro explica a maior quantidade de variagdo e o segundo,

além de explicar uma variancia geral significante também da uma boa separacao.
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Figura 6. Analise de componentes principais dos compostos fenolicos identificados nos
extratos etanolicos do cerne de Secondatia floribunda e os dados pluviométricos, coletada

em diferentes periodos sazonais por dois anos.

O PC 1 possui cargas positivas para todos 0s compostos e cargas negativas para a
precipitacdo. PC 2 possui cargas positivas apenas para o acido cafeico, cinchonaina e a
precipitacdo, e carga negativa para acido galico, acido clorogénico, cianidina, catequina e
quercetina. Analisando a Figura 6, 0s compostos cujos vetores apontam para 0s marcadores

de chuva indicam que ha maior rendimento nos extratos do cerne na estacdo chuvosa. No
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entanto, vale a pena notar que o vetor de &cido galico aponta em julho de 2016 (inicio do
periodo seco — fase de queda foliar), este composto foi o quarto entre os mais elevados.
Para ambos os extratos &cido cafeico, cinchonaina e quercetina tem uma grande influéncia
na separacdo da estacdo seca e chuvosa estando fortemente correlacionados, devido a

maior producdo destes compostos nas partes vegetais avaliadas.

4. Discussao

4.1. Rendimento dos extratos em funcéo da sazonalidade e da fenologia

A influéncia da sazonalidade no rendimento dos extratos da entrecasca do caule e
cerne (Tabela 1) evidenciou que a combinacdo de fatores entre as estacbes chuvosa com
baixa precipitacdo e seca (periodo de transicdo) favorece o aumento da producdo de
metabolitos secundarios, refletindo em rendimentos com valores consideraveis. De modo
geral, a fenologia parece ndo influenciar no rendimento dos extratos, uma vez que 0S
maiores teores foram nas fases de floracdo e queda foliar em 2015 e na frutificacdo em
2016. Esta variacdo no conteldo entre as estacdes e as fases fenoldgicas estd mais
relacionada com os niveis de precipitacdo, que quando baixos favoreceu nos rendimentos.
Diversos estudos evidenciam que o conteudo quimico de uma determinada planta
medicinal pode variar substancialmente com a sazonalidade, niveis de precipitacdo e com
seu o ciclo fenolégico (Carvalho et al., 2014; Estell et al., 2016; Oliveira et al., 2017; Yao
et al., 2016).

Dentre as partes vegetais avaliadas, 0os maiores rendimentos foram obtidos para os
extratos da entrecasca do caule quando comparados aos do cerne, este fato, possivelmente
esta relacionado a processos fisioldgicos recorrentes em espécies lenhosas, principalmente
quando expostas a situacOes estressantes. Por certo periodo S. floribunda tende a perder
suas folhas deixando suas estruturas perenes expostas. Nas plantas, as areas mais
vulneraveis exigem maior protecdo e a producdo de metabolitos secundarios que estdo
diretamente ligados & adaptacdo da planta com o meio (Verma e Shukla, 2015). Ao longo
das estacbes e durante as fases de desenvolvimento fenologico, as plantas tendem a
aperfeicoar suas defesas para a protecdo de partes vegetais mais valiosas, para isso ocorre
distribuicdo e/ou realocacdo de compostos entre os tecidos (Nyman e Julkunen-Tiitto,
2005; Rasmann et al., 2011). Carvalho et al. (2014) verificaram que a concentragcdo de

compostos quimicos primarios e secundarios em folhas e flores de Jacobaea vulgaris
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Gaertn. além de diferirem na sua concentracdo e composicao, variou ao longo das estaces
e foi afetada pelas fases fenoldgicas revelando alocacdo de nutrientes do estagio vegetativo

(folhas) para as partes reprodutivas (flores) da planta.

4.2. Variagdo nos compostos fenolicos identificados na entrecasca do caule e cerne em
funcéo da sazonalidade e da fenologia

A concentracdo de compostos fendlicos variou entre as partes vegetais avaliadas,
durante os dois anos de estudo, entre os periodos chuvoso e seco considerando diferentes
fases fenoldgicas. Essa variacdo pode ser parcialmente explicada pela ocorréncia de
diversos fatores que podem afetar certos compostos fendlicos, enquanto exerce
determinada influéncia sobre a producdo de outros (Laitinen et al., 2000; Lavola et al.,
2003). Sendo assim, este estudo confirma que a composi¢do qualitativa e quantitativa dos
compostos fendlicos depende de partes vegetais de um mesmo individuo, bem como de
condicdes ambientais diversas (Deng et al., 2015; Macheix et al., 2005; Moore et al., 2014;
Siracusa e Ruberto, 2014; Verma e Shukla, 2015). De fato, a sazonalidade afeta na
composi¢cdo quimica, fazendo com que alguns compostos apresentem concentragdes
variaveis ao longo do ano, enquanto outros ndo chegam a ser sintetizados (Bulbovas et al.,
2005; Munné-Bosch e Cela, 2006).

Na estacdo chuvosa principalmente no ano em que houve maiores niveis de
precipitacdo, S. floribunda exibiu concentracfes elevadas de compostos fenolicos na
entrecasca do caule em relagdo ao cerne. Essa observacdo reforca que as condicOes
ambientais sdo fundamentais na determinacdo da natureza bem como nas proporcoes
relativas dos compostos quimicos (Gobbo Neto e Lopes, 2007). Os compostos fenolicos,
incluido taninos e flavonoides podem responder tanto quantitativa como qualitativamente a
sazonalidade, sendo interessante estudar como estes grupos variam em cada parte da planta
durante as fases fenoldgicas. Situacdo similar também foi encontrada para Dydimopanax
vinosum (Cham. & Scldl.) Seem., proveniente do cerrado central, que apresenta niveis de
taninos elevados em formacgGes florestais com maior disponibilidade de agua (Pais e
Varanda, 2003). Em areas com clima semiarido, Monteiro et al. (2006) estudando cascas e
folhas de Myracrodruon urundeuva (Engl.) Fr. All. e Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan para avaliar os niveis de taninos observaram que a sazonalidade possui forte
relacdo com a quantidade destes compostos que se apresentam mais elevados no periodo

de estiagem nas cascas. Borella et al. (2001) estudando os niveis de flavondides da espécie
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Baccharis trimera Less. observaram que as amostras coletadas no verdo apresentaram
maior rendimento que nas demais estacGes, 0 que sugere que a especie neste periodo,
devido a condicdes estressantes, invista mais em rotas biossintéticas antioxidantes.

A maior quantidade de compostos fendlicos na entrecasca do caule foi obtida durante
a floragdo enquanto no cerne na fase de frutificagéo e floragdo. Os eventos reprodutivos
proporcionam a atracdo de insetos e seu contato com a planta estimula a producdo de
compostos como um dos mecanismos de defesa vegetal. Desta forma, a translocacao de
compostos defensivos ndo € apenas induzivel por situacGes de estresse, mas esta
relacionada a estagios especificos na reproducédo das plantas, como o inicio da flora¢éo ou
0 desenvolvimento de frutos (Kaplan et al., 2008). Fillipini et al. (2010), avaliando
variacdes nos contetdos de flavonoides de Hypericum perforatum L., mostraram que foi
maior no periodo em que se inicia a floracdo e menor durante a frutificacao.

Cinchonaina foi o principal composto em ambas as partes vegetais ao longo do
periodo de andlise, seguido de quercetina. Esses flavonoides apresentaram-se abundantes
no periodo chuvoso durante as fases reprodutivas. A presenca de cinchonaina € pouco
relatada em outros estudos, tendo sido verificada pela primeira vez nas cascas de algumas
espécies do género Cinchona sp. (Rubiaceae) (Nonaka e Nishioka, 1982) e mais tarde se
tornou marcador quimiosistematico da espécie Trichilia catigua Adr. Juss (Meliaceae)
(Tang et al., 2007) que coincidentemente também é conhecida popularmente como
‘catuaba’. Além disso, este flavonoide é descrito em algumas espécies da familia
Apocynacae (Xiong et al., 2000). Quercetina se comportou de forma semelhante, em
Hypericum brasiliense Choisy (Abreu et al., 2004) e Hypericum origanifolium Willd
(Cirak et al., 2007) onde seu contetdo atingiu maior nivel na floracdo e diminuiu durante a
frutificacdo, esta resposta ecofisioldgica demostra que este composto pode esta diretamente
relacionado na ativacdo de vias metabolicas que investem na floracéo.

No presente estudo a auséncia de catequina coincidiu com niveis mais elevados de
cianidina que tanto na entrecasca do caule como no cerne ndo mostraram padrdo de
rendimento entre as estagdes seca e chuvosa. Ao longo do ano compostos similares podem
ser alterados simultaneamente pelo mesmo fator (Yao et al., 2005). Durante as fases de
queda foliar cianidina foi ausente na entrecasca do caule e presente em quantidades
consideraveis no cerne. Em estudo realizado com as folhas de Camellia sinensis (L.)
Kuntze, observando ao longo do ano fatores que podem atuar em conjunto ou isoladamente
(ciclo circadiano e/ou temperatura) perceberam variagbes em catequinas (galato de

epigalocatequina, epicatequina), onde galato de epigalocatequina teve sua producao
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estimulada em periodos com temperaturas mais elevadas e epigalocatequina em periodos
mais frios (Yao et al., 2005).

Entre os &cidos fenolicos, o cafeico € o mais representativo da classe (Tapiero et al.,
2002), e apresentou afinidade com baixos niveis de precipitacdo durante as fases
reprodutivas, obtendo alto rendimento no cerne. O acido clorogénico esteve presente em
maiores quantidades nos extratos do cerne, j& na entrecasca do caule estiveram ausentes em
dois periodos distintos durante os dois anos de estudo. Desta forma, € possivel que haja
uma translocacdo de metabolitos em relacdo a 6rgdos reprodutivos (Konchar et al., 2011;
Taiz e Zeiger, 2006). Cristians et al. (2014) avaliando o melhor periodo de coleta de acido
clorogénico nas folhas de Hintonia latiflora DC. verificaram que o composto atingiu nivel
méaximo de concentracdo durante a fase de senescéncia pouco antes da troca folhosa e
declinio no estagio de floracéo.

A aplicacdo de técnicas quimiométricas proporciona uma melhor interpretacdo dos
dados, através da classificacdo e discriminagdo das amostras. Os dados fornecidos pela
PCA foram importantes para comparacédo e exploracdo de dados complexos, possibilitando
investigar a similaridade dos compostos fendlicos presentes nos extratos da entrecasca do
caule e cerne de S. floribunda em diferentes periodos sazonais. Os resultados da PCA
evidenciam diferencas nos niveis de compostos fendlicos entre os extratos da entrecasca do
caule e cerne. Desta forma, os modelos obtidos mostram que os compostos fenolicos
presentes na entrecasca do caule sdo mais afetados pela sazonalidade estando
correlacionados entre si quando comprado aos compostos do cerne que ndo apresentaram

correlagéo significativa entre as estacoes.

5. Concluséo

Os resultados mostraram que o rendimento dos extratos da entrecasca do caule e do
cerne de S. floribunda variaram durante os dois anos de estudo, entre eles e em diferentes
periodos sazonais, com niveis elevados associados a baixos indices pluviométricos. Os
compostos fenodlicos identificados entre as partes vegetais apresentaram mudancas
qualitativa e quantitativa durante as estacdes e estagios fenologicos, com predominancia do
flavonoide cinchonaina em ambas. A estacdo chuvosa nos dois anos favoreceu para a
producdo de quantidades mais elevadas de compostos fendlicos, durante as fases
reprodutivas, principalmente na floragdo. Com base nas variagdes, pode-se verificar uma

relacdo entre a sazonalidade e o contetdo quimico nas distintas partes da planta durante

100



seu ciclo fenoldgico. A PCA confirmou a correlacdo existente entre 0s compostos
fendlicos e a sazonalidade, principalmente para a entrecasca do caule. Este é o primeiro
relato sobre as variagdes no contetudo fendlico de S. floribunda. Assim, os presentes
resultados além de servirem como base para posteriores estudos também podem ser Uteis
para o desenvolvimento de padrbes de coleta para obter maiores concentracfes de
compostos aqui identificados e que séo destinados ao uso terapéutico.
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CAPITULO 3
Variacdo sazonal no conteudo total de fendis e flavonoides e a influéncia
na capacidade antioxidante de Secondatia floribunda A. DC.

(Apocynaceae)

O capitulo a seguir representa 0 manuscrito a ser submetido segundo as normas estruturais

e bibliogréficas do periddico Industrial Crops and Products.
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Variagdo sazonal no contetdo total de fendis e flavonoides e a influéncia na capacidade
antioxidante de Secondatia floribunda A. DC. (Apocynaceae)

Resumo

O conteudo de compostos fenolicos em uma planta medicinal ndo é constante durante todo
0 ano e numerosos fatores, incluindo a sazonalidade podem influenciar na sua producéo e
consequentemente refletir na sua atividade bioldgica, por esta razdo tem se intensificado
pesquisas que demostrem esta variabilidade. O objetivo do presente estudo foi avaliar 0s
efeitos da variagdo sazonal no contetdo total de fenodis e flavonoides e nas atividades
antioxidantes dos extratos de Secondatia floribunda A. DC. Para realizar uma triagem
quimica e biologica da planta e explorar a influéncia da sazonalidade, amostras de
entrecasca do caule e cerne foram coletadas de forma trimestral durante dois anos
compreendendo as estacOes chuvosa (janeiro e abril) e seca (julho e outubro). A
quantificacdo de fendis totais e flavonoides nos extratos organicos foram determinadas
pelo método de Folin-Ciocalteu e cloreto de aluminio, respectivamente. A verificacdo da
capacidade antioxidante foi determinada usando variados métodos in vitro: inibicdo do
radical 1-1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), captura do radical 2,2’-azinobis-3-
etilbenzenotiazolina-6-sulfonico (ABTS), poder antioxidante de reducédo do ferro (FRAP) e
atividade quelante de fons ferro (Fe*"). Durante os dois anos de coleta os resultados
indicaram varia¢Bes no contetdo total de fendis e de flavonoides dos extratos, refletindo
nas atividades antioxidantes. Os extratos da entrecasca do caule e cerne coletados durante o
periodo seco apresentam melhor desemprenho nos teste DPPH e ABTS e o0s coletados
durante o periodo chuvoso possuem atividades antioxidantes mais elevadas em FRAP e
Quelante, estes Gltimos ensaios que demostraram os melhores resultados. Este é o primeiro
relato sobre a influéncia sazonal em atividades biolégicas para S. floribunda o que em
muito pode contribuir para novos estudos voltados a investigacdo de mudangas no
conteddo de compostos fenolicos bioativos e para o estabelecimento de condigdes
experimentais (teis na obtencdo de quantidades mais elevadas de compostos com

propriedades antioxidantes.

Palavras-chave: Variabilidade quimica; Atividades antioxidantes; Ecologia quimica;

capacidade redutora.
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1. Introducéo

A composicdo quimica das plantas € frequentemente influenciada por fatores
externos e a producdo de compostos esta suscetivel a variacfes qualitativas e quantitativas
que geram acumulo ou auséncia de constituintes por determinado periodo, para responder
as mudancas ambientais (Hussain et al., 2008; Oliveira et al., 2017). A atividade bioldgica
que é dependente da composicdo quimica esta igualmente sujeita a variagdes, com isso,
espécies vegetais coletadas em diferentes periodos do ano podem apresentar além de
mudancas nos niveis em sua composi¢do, o0 surgimento de constituintes bioativos que
refletem na resposta bioldgica (Lemos et al., 2017; Sartor et al., 2013; Yao et al., 2016).

Dentre a diversidade de componentes quimicos sintetizados pelas plantas, o0s
compostos fendlicos, amplamente distribuidos no reino vegetal, sdo uma importante classe
que apresentam efeitos biologicos de grande alcance, com acbes contra o cancer,
microrganismos, inflamacdes, distarbios cardiovasculares e envelhecimento (Flores et al.,
2012; Koolen et al., 2013; Tapiero et al., 2002), esta acdo positiva frente a diversos
processos patoldgicos esta diretamente relacionada com os inimeros estudos que atribuem
a capacidade antioxidante para estes compostos (Art e Hollman, 2005; Fernandes et al.,
2009; Hooper et al., 2008; Kardum et al., 2014; Macheix et al., 2005; Middleton et al.,
2000; Soares, 2002; Soobrattee et al., 2005; Sousa et al., 2015).

A producdo e conteudo destes componentes quimicos antioxidantes nas plantas sao
influenciados, na maioria das vezes, por condicBes de estresse abiético, tais como a
sazonalidade, temperatura e radiacdo, com isso, 0s compostos fenoélicos, incluindo taninos
e flavonoides também sdo responsaveis pela defesa antioxidantes nas plantas auxiliando na
protecdo e capacidade de adaptacdo as condicbes de estresse (Aradjo et al., 2015; Gill e
Tuteja, 2010; Jaleel et al., 2009; Nour et al., 2014; Ouerghemm et al., 2016; Sartor et a.,
2013).

Desta forma, muitas plantas medicinais apresentam grandes quantidades de
compostos fendlicos, que variando ou ndo, desempenham um papel importante na
adsorcdo, neutralizacdo e eliminacao de radicais livres, ou nos perdxidos em decomposi¢do
(Djeridane et al., 2006; Pacifico et al., 2015), potencialmente impedindo em sistemas
bioldgicos a ocorréncia de doencas degenerativas cronicas e estimulando as defesas
celulares para evitar danos oxidativos (Bhatt e Negi, 2012; Nascimento e Fett-Neto, 2010;
Ncube et al., 2012).
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Os efeitos das variagBes sazonais sobre a composi¢do quimica e as caracteristicas
biologicas de compostos fendlicos estdo sendo relatadas na literatura de forma promissora
(Araujo et al., 2015; Cristians et al., 2014; Jaleel et al., 2009; Ouerghemmi et al., 2016;
Yao et al., 2016). Tendo em vista, a resposta positiva destes estudos reforcam a
importancia de comparar a variabilidade quimica destas e de outras classes de compostos
biologicamente ativos em plantas coletada durante diferentes periodos, sob condic¢des
ambientais diversas (Chen et al., 2010; Sousa et al., 2014; Verma et al., 2014).

Secondatia floribunda A.DC (Apocynaceae), conhecida popularmente no Ceara
como 'catuaba-de-rama’ ou 'catuaba-de-cipé', € uma das trés espécies ocorrentes no Brasil
do seu género, presentes nas regides Nordeste e Sudeste. Frequentemente encontrada em
areas de cerrado da Chapada do Araripe, S. floribunda apresenta diversos atributos
medicinais destacado em estudos etnobotanicos (Macedo et al., 2015; Ribeiro et al., 2014;
Saraiva et al., 2015; Souza et al., 2014), por outro lado seu perfil quimico-bioldgico era
desconhecido até pouco tempo, sendo relatado quantidades significativas de compostos
fenolicos (Ribeiro et al., 2017), o que engrandece o interesse em elucidar as variacdes na
composicao quimica e as propriedades biologicas desta planta.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade do contetido
total de fendis e flavonoides dos extratos etandlicos da entrecasca do caule e cerne de S.
floribunda A.DC coletados em distintos periodos sazonais e a influéncia desta variacao nas

atividades antioxidantes mediante a aplicacdo de quatro ensaios diferentes.

2. Material e métodos

2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Amostras de entrecasca do caule e cerne de S. floribunda foram coletadas na Floresta
Nacional do Araripe (FLONA - Araripe), em area conhecida por Malhada Bonita (07° 11°
S e 39° 13° W), no municipio de Crato, no Estado do Ceard, Nordeste do Brasil. A area de
amostragem é composta por vegetacdo savanica semidecidua (cerraddo) e as coletas
trimestrais foram realizadas a partir de trés individuos (equidistante em cerca de 6 metros)
com aspectos saldaveis e com caracteristicas semelhantes em comprimento e diametro e
em condigdes ambientais homogéneas (nivel do solo, temperatura, umidade e
luminosidade), durante quinze primeiros dias dos meses de janeiro, abril, julho e outubro

de 2015 e 2016 compreendendo distintos periodos sazonais.
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O material vegetal foi acondicionado e tratado segundo as técnicas usuais de
herborizacdo (Mori et al., 1989) e posteriormente identificado e depositado no Herbério
Carirense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA) com
registro N° 9259. A autorizacdo para a coleta de material botanico foi fornecida pelo
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), registrado sob o
numero 51674-1. Os parametros meteoroldgicos utilizados na discussdo dos resultados
foram adquiridos da Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos

(FUNCEME) com informacGes referentes ao posto Lameiro.

2.2 Preparacdo dos extratos

Amostras de 16 extratos (oito da entrecasca do caule e oito do cerne) foram trituradas
e adicionadas separadamente em frascos contendo 2 L de etanol, durante 72h a temperatura
ambiente. Apos este periodo, o etanol foi destilado utilizando evaporador rotativo a vacuo
(modelo Q-344B, Quimis, Brasil) e banho ultratermal (modelo Q-214M2, Quimis) sob
pressdo reduzida, a uma temperatura de 50°C. Os rendimentos dos extratos coletados
durante dos meses de janeiro, abril, julho e outubro para a entrecasca do caule foram
respectivamente de 36,0%, 8,7%, 15,5% e 15,2% em 2015 e de 7,0%, 14,3%, 11,3% e
56% (Ww?') em 2016. J& os extratos do cerne para 0s mesmos meses de coleta
apresentaram rendimentos em 2015 de 6,8%, 2,5%, 1,8% e 6,7% e em 2016 de 5,3%,
11,8%, 3,8% e 9,1% (Ww'), respectivamente.

2.3 Quimicos, reagentes e equipamentos

Todos os produtos quimicos utilizados eram de grau analitico. Folin-Ciocalteu, 1-1-
difenil-2-picril-hidrazila (DPPH), 2,2’-azinobis-3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonico
(ABTS), 1,10-fenantrolina e TRIS-HCI foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). Alcool etilico, Alcool metilico, Acido L-(+)-ascorbico, butil-
hidroxitolueno (BHT), 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ), sulfato ferroso (FeSO,),
cloreto férrico (FeCls), cloreto de aluminio (AICI3), acetato de potéssio (CH3CO,K),
carbonato de sodio (Na,CO3) foram obtidos da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). As
mensuracbes das absorbancias em funcdo das concentragdes foram feitas em
espectrofotdmetro de UV-visivel (Thermo Fisher mod. G10S UV-Vis).
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2.4 Determinacéo do teor de fenois totais

A determinacédo do contetdo fenolico seguiu o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton et al., (1999). Uma quantidade de 0,5 mL dos extratos
etandlicos (1 mg/mL) foi misturada separadamente com 1,25 mL do reagente Folin
Ciocalteu na concentracao de 10% (v/v), seguido da adi¢do de 1 mL de carbonato de sddio
(Na,CO03) a 7,5% (p/v). As diluicbes dos extratos foram preparadas em concentracfes que
variaram de 0,05 a 5,0 pg/mL. As solucGes permaneceram em estufa por 15 min a
temperatura de 45°C e ap0s este periodo, a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a um
comprimento de onda de 765 nm. O teste foi realizado em triplicata, o teor de compostos
fenolicos foi calculado a partir da curva de calibracdo utilizando acido galico e o resultado

expresso em ugEq.AG/g.

2.5 Determinacdo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides foi medido de acordo com a metodologia descrita por Kosalec
et al., (2004), com adaptac@es, utilizando cloreto de aluminio (AICI3). As amostras de cada
extrato foram preparadas a concentragdo inicial de 20 pg/mL e diluidas para concentracdes
de 10, 5, 2 e 1 pg/mL. Foram misturados 760 pL de metanol, 40 uL de acetato de potassio
(CH3CO2K) a 10% (p/v), 40 uL cloreto de aluminio (p/v) (10%) e 1,120 puL de agua
destilada que foram adicionados a 50 pL de cada concentragdo de extrato. Para o ensaio em
branco, o volume de AICI; a 10% e de CH3CO,K a 10% foi substituido pelo mesmo
volume de agua destilada. A incubacdo ocorreu a temperatura ambiente durante 30 min e a
leitura em espectrofotometro a 415nm. A curva de calibracdo foi determinada com

quercetina, o teste realizado em triplicata e o valor médio expresso em pugEq.Q/g.

2.6 Avaliagdo da Capacidade Antioxidante

2.6.1 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos etanolicos da entrecasca do caule e cerne de S.
floribunda foi verificada pelo método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH"). A técnica foi adaptada de Rufino et al. (2007a) e baseia-se no principio
de que o radical livre DPPH’, de coloracéo violeta, aceita elétrons ou atomos de hidrogénio
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de compostos antioxidantes para tornar-se uma molécula estavel de forma reduzida
(DPPH-H), adquirindo coloracdo amarela (Mensor et al., 2001; Miliauskas et al., 2004).
Foram preparadas diferentes concentragdes de cada extrato a partir das solucdes
estoque (50 mL), variando de 14 a 1400 ug/mL, diluidas em metanol. Para analise, uma
aliquota de 100 pL de cada concentragdo da amostra foi adicionada a 3,9 mL da solugdo
metandlica do radical DPPH" (60 uM), as misturas reagiram em temperatura ambiente, na
auséncia de luz, por de 30 minutos. Como controle negativo foi preparado uma solugéo,
utilizando-se 3,9 mL da solu¢do do radical DPPH" adicionado a 100 uL de metanol e como
controles positivos foram utilizados a vitamina C (4acido ascorbico) (100 puL) e o BHT
(butil-hidroxitolueno) (100 pL). Foi utilizado metanol como branco, o teste foi realizado
em triplicata, seguido de trés repeticbes e as absorbancias foram medidas em
espectrofotobmetro de UV-Visivel em 515 nm e depois convertida em atividade

antioxidante (AA) expressa em porcentagem, e calculada segundo a equacao:

AA (%) = 100 — [(AbSamostra — AbSbranco) / AbScontrote ] X 100

Onde:
ADbs.amostra € @ absorbancia da amostra na presenca de concentragfes dos extratos, AbS.pranco

¢ absorbancia do branco e Abs.controle € absorbancia na auséncia da amostra.

De acordo com os dados obtidos da atividade antioxidante (AA%) em diferentes
concentragfes determinados em triplicata foi calculada através de regressdo linear a
concentracdo inibitoria capaz de consumir 50% do radical DPPH’ (Clso) e o valor final foi

expresso em pg/mL.

2.6.2 Captura do radical livre ABTS™

O método ABTS [2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonico)] apresenta boa
estabilidade, assim como o DPPH’, contudo, pelo fato do radical ABTS™ ser gerado
através de reacGes quimicas ou enzimaticas algumas diferencas sdo apontadas em
determinadas condi¢6es de analise (Miliauskas et al., 2004). O ensaio para a determinacao
da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS™" foi realizado conforme Rufino et
al. (2007b), este radical apresenta coloracdo esverdeada, que decresce de intensidade a

medida que sofre reducio pelo agente antioxidante. A formacéo do radical ABTS™ é obtida
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a partir da reacdo de 7 mM de solugéo estoque de ABTS com 140 mM da solugéo de
persulfato de potassio, incubados em temperatura ambiente na auséncia de luz, por 16
horas. Em seguida, a solucdo contendo o radical ABTS™ foi diluida em etanol até obter
absorbéancia de 0,70 (x 0,05) nm em espectrofotémetro de UV-Visivel em 734 nm.

Foram preparadas diferentes concentragdes dos extratos etandlicos, variando de 14 a
1400 pg/mL. Para a realizacdes das analises foram adicionadas uma aliquota de 30 pL de
cada concentragao dos extratos (14 a 1400 pg/mL) juntamente com 3,0 mL da solucao do
radical ABTS™. Apds 6 min de reagdo ao abrigo da luz, as absorbancias foram lidas em
espectrofotémetro de UV-Visivel em 734 nm. O etanol foi utilizado como branco e o teste
realizado em triplicata, seguido de trés repeticdes. Como referéncia, foi utilizado o Trolox,
um antioxidante sintético analogo a vitamina E. A atividade antioxidante (AA) foi expressa

em uM trolox/g amostra.

2.6.3 Método de reducéo do ferro (FRAP)

Para determinacdo da atividade antioxidante, através do poder de reducdo do ferro
(Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP), utilizou-se a metodologia descrita por
Rufino et al. (2006). O método FRAP, baseia-se na medida direta dos agentes
antioxidantes redutores, a reacdo ocorre pela formacdo de um complexo TPTZ (2,4,6-
Tris(2-piridil)-s-triazina) com o Fe(I11) ([Fe(TPTZ),]**) de cor azul clara, para formar por
reducéo, na presenca de um antioxidante, [Fe(TPTZ),]**, de colocacdo azul escura (Rufino
et al., 2006).

Diferentes concentragdes dos extratos variando de 14 a 1400 pg/mL foram
preparadas. O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, a partir da
combinacdo de 25 mL de tampédo acetato 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL de solu¢do TPTZ (10
mM) e 2,5 mL de solucdo aquosa de cloreto férrico (FeCls) 20 mM. A mistura reacional foi
entdo composta a partir de uma aliquota de 90 pL de cada diluicdo dos extratos, 270 puL de
agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, incubados ao abrigo da luz por 30 min em
banho-maria a 37° C, as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro de UV-Visivel em
595 nm. O reagente FRAP foi utilizado como branco e sulfato ferroso (FeSO4) como
controle positivo. O teste foi realizado em triplicata, sequido de trés repeticdes, e a
atividade antioxidante total obtida pela substituicdo da equacdo da reta das absorbancias
equivalente a 1000 uM do padrdo de FeSO4, os resultados foram expressos em uM de

FeSQO,/g de extrato.
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2.6.4 Atividade quelante do fon Fe**

A atividade quelante de fons Fe?* foi determinada pelo método proposto por Puntel et
al. (2005) com adaptacOes. Foram preparadas diferentes concentracGes dos extratos
etandlicos, variando de 14 a 1400 pg/mL. Para a analise, foram adicionadas em volume de
100 puL da cada amostra, 300 uL da solucdo de sulfato ferroso (FeSO,4; 2 mM), preparada
no momento da analise ¢ 336 uL de TRIS HCI 0,1 M (pH 7,4). As misturas reacionais
foram incubadas ao abrigo da luz, durante 5 min, antes de iniciar a reacdo com a adicao de
26 pL de solugdo de fenantrolina a 0,25%. A Fenantrolina reage com fons Fe** resultantes
para formar um complexo [Fe(fenantrolina)s]** de coloracio vermelha cuja intensidade de
cor é proporcional a quantidade concentrada desse ion na reacdo da mistura (Puntel et al.,
2005).

O controle foi obtido através da adigdo de todas as solucbes, com exce¢do do extrato
e 0 branco sem a adi¢do de fenantrolina (0,25%). A analise foi realizada em triplicata e a
absorbancia medida em espectrofotdmetro de UV-Visivel em 510 nm.

A atividade quelante (AQ%) de ferro das amostras foi expressa em porcentagem (%)

e calculada conforme equagéo:
AQ (%) = (Abscontrotle — AbSamostra) / AbScontrote X 100

Onde:
Absamostra € @ absorbancia da amostra na presenca de concentragdes dos extratos e AbScontrole

¢ absorbancia na auséncia dos extratos.
2.7 Andlises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os dados expressos como média
(n=3) + Desvio Padrdo (D.P.) usando a Andlise de Variancia (ANOVA) de uma e duas vias
sucedida pelo teste de Tukey por compara¢do maltipla para dados com distribuicdo normal
e desvios padrdes significativamente semelhantes com valores de P < 0,05; P< 0,01 e P <
0,001. As andlises estatisticas e apresentacdo grafica dos resultados foram realizadas
utilizando o programa GraphPad Prism (versdo 6.0). As curvas de calibragdo e
coeficientes de correlacdo (r) foram construidos e calculados por regressdo linear usando o

MS Excel para Windows.
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3. Resultados e discussao

3.1 Teor de fendis e flavonoides totais e a sazonalidade

Os extratos da entrecasca do caule e do cerne de S. floribunda demostraram ser uma
consideravel fonte de compostos fendlicos e flavonoides, mesmo apresentando variagdes
durante os meses de coleta.

O contetdo fenodlico para entrecasca do caule variou de 68,96 + 0,16 ugEq.AG/g a
33,93 + 0,05 ugEq.AG/g, sobressaindo-se significativamente (P < 0,05) aos valores obtidos
pelos extratos do cerne que variaram de 17,62 + 1,20 ugEq.AG/g a 9,20 £ 0,14 ugEq.AG/g
(Tabela 1). Durante os dois anos de coleta, a entrecasca do caule e o cerne concentram
mais fendis no periodo seco, até mesmo quando foram registradas precipitacdo, com
destaque para a entrecasca do caule na coleta de julho/2015 (68,96 + 0,16 ugEq.AG/g) e
embora os extratos do cerne tenham apresentado valores proximos entre as estagdes, em
julho/2016 com a auséncia de chuvas, obteve concentracdo alta com 17,62 + 1,20
ngEq.AG/g, seguido de outubro/2015 (11,95 *+ 0,06 ngEq.AG/g) e janeiro/2016 (11,36 +
0,17 pgEq.AG/g), o més que foi registrado o maior indice de chuva, demostrando nao
haver entre os extratos do cerne, relacéo direta entre contetdo fenolico e a precipitacéo.

Os teores de flavonoides dos extratos da entrecasca do caule variaram de 18,05 +
0,26 ngEq.Q/g a 4,08 + 0,37 pgEq.Q/g, com maiores concentragdes durante o periodo
chuvoso e inicio do seco no ano de 2015 (18,05 + 0,26 ugEq.Q/g e 9,91 + 0,15 pugEq.Q/g —
abril e julho) e ao final da estacdo chuvosa e durante a estacdo seca em 2016 (10,90 + 0,12
ngEq.Q/g e 9,81 £ 0,08 pugEq.Q/g - abril e julho, respectivamente) (Tabela 1). O maior teor
para a entrecasca em 2015 coincidiu com elevado indicie de precipitacdo (216 mm),
mesmo assim, ndo se pode afirmar que a precipitacdo influenciou nas concentragdes, visto
que no ano de 2016, quando foi registrado indice de chuva mais elevado (409 mm) a
concentracéo de flavonoides do extrato foi menor (5,58 + 0,19 ugEq.Q/g).

Do mesmo modo, o0s extratos do cerne mantiveram concentracOes de flavonoides
mais altas durante o periodo chuvoso em 2015 (10,46 £ 0,15 pgEq.Q/g - abril) e durante o
seco sem registros de precipitacdo no ano de 2016 (8,25 + 0,25 ugEq.Q/g - julho),
apresentando durante as coletas conteudos que variaram de 10,46 + 0,15 ugEq.Q/ga 3,40 +

0,26 ngkq.Q/g.
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Tabela 1. Concentracdo de compostos fenolicos e flavonoides totais nos extratos etandlicos da entrecasca do caule e cerne de Secondatia

floribunda A. DC.

A Precipitacéo Fenois (ngEq.AG/g) Flavonoides (ugEq.Q/g)
Mesfano (mm) Entrecasca % Cerne % Entrecasca % Cerne %
Jan/2015 72 67,34+0,03* 6,7 11,07 £047*° 11 9,65 + 0,09° 1,0 5,43 +0,84° 0,5
Abr/2015 216 43,94 +0,02° 44 10,49 + 0,20° 1,0 18,05 + 0,26" 1,8 10,46 + 0,15" 1,0
Jul/2015 31 68,96 +0,16° 6,9 10,04 £0,55° 1,0 9,91 +0,15° 1,0 3,95 +0,21° 0,4
Out/2015 11 51,48+0,08° 51 11,95 +0,06 1,2 4,08 +0,37° 0,4 3,40 + 0,26° 0,3
Jan/2016 409 3393+005° 34  11,36+017° 11 5,58 + 0,19 0,6 4,98 + 0,18 0,5
Abr/2016 36 46,18 +0,03* 4,6 10,73+0,13> 1,1 10,90 +0,12° 1,1 5,22 + 0,05 0,5
Jul/2016 0 52,11+141° 52 17,62 + 1,20° 1,8 9,81 +0,08° 1,0 8,25 + 0,25" 0,8
Out/2016 0 5322+142° 53 9,20 +0,14° 0,9 9,63 + 0,08 1,0 6,91 +1,13° 0,7

Os resultados sdo expressos em média + D.P. (n=3) e equivalem a ug de acido galico (AG)/g de extrato para fendis e ug de quercetina (Q)/g de

extrato para flavonoides. Médias seguidas por diferentes letras (a, b, c, d, €) diferem-se estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey a P < 0,001).
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Entre as partes vegetais a entrecasca demostrou maiores concentragcbes de
flavonoides se sobressaindo estatisticamente dos extratos do cerne em todas as coletas (P <
0,05) com excecdo dos meses de outubro/2015 e janeiro de 2016 (P = 0,29 e P = 0,45
respectivamente) entre o final da estacdo seca e inicio da chuvosa, onde os valores
apresentaram-se semelhantes.

A variagdo dos teores de compostos fenolicos e flavonoides além de estarem
relacionadas com a influéncia sazonal (pluviosidade), também podem ser explicados, em
parte, devido a fatores fisioldgicos, no caso a fase fenoldgica e por mecanismos de defesa,
como quando ocorre um periodo de seca intensa, podendo haver uma translocagdo de
metabdlitos entre os tecidos para reforcar a protecdo de partes mais expostas (Konchar et
al., 2011; Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Além disso, 0 contetdo destes compostos também
pode ser influenciado pelo pardmetro em que € analisado, mesmo considerando 0s sistemas
de extracdo homogéneos para todos os extratos, ndo devendo ser considerados como uma
medida absoluta (Cujic et al., 2016; Dent et al., 2013; Yu et al., 2015).

Considerando 0s mesmos meses em que a espécie foi coletada de um ano para o
outro, foram observadas diferencas significativas para os contetidos de fendis na entrecasca
do caule, demostrando que houve influéncias sobre os teores, além da sazonalidade,
provavelmente ocasionadas pelas variagdes na precipitacdo e temperatura. Para o cerne
diferencas significativas ndo foram verificadas nos meses de janeiro e abril (P = 0,99),

correspondendo ao periodo chuvoso (Figura 1).
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Figura 1. Variacdo da concentracdo de compostos fenolicos (A) e flavonoides totais (B)
nos extratos etandlicos da entrecasca do caule e cerne de Secondatia floribunda A. DC.
coletados em diferentes periodos durante 2015/2016. Os resultados s&o expressos em
média £ D.P. (n=3). *P < 0,05; **P < 0,01 e ***P < 0,001.
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Nas concentragOes de flavonoides ndo houve diferengas para a entrecasca nos meses
de julho (P = 0,99) (periodo seco) e nos meses de janeiro (P = 0,85) (periodo chuvoso) para
os dois anos de coleta. Esta situacdo demostra que a composicéo dos tecidos vegetais além
de apresentarem relacdo com a sazonalidade, outros fatores em conjunto podem exercer
influéncia, como uma parte vegetal como a entrecasca do caule estd em uma regido mais
superficial que o cerne. Nos niveis de flavonoides, ambos os extratos apresentaram seus
melhores contetidos durante a estacdo chuvosa (abril), fase de frutificacdo e os mais baixos

durante a estacao seca na fase de queda foliar (outubro/2015).

3.2 Atividades antioxidantes

3.2.1 Atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH’

Por ser um radical livre e estavel o DPPH’ tem sido amplamente utilizado para
avaliar in vitro os efeitos de eliminacdo de radicais livres de varias substancias
antioxidantes naturais. O ensaio de capacidade de eliminacdo de radicais DPPH" permitiu
medir e avaliar a atividade antioxidante de amostras da entrecasca do caule e cerne de S.
floribunda, coletada em diferentes periodos por dois anos. Os resultados mostraram
potencial capacidade antioxidante (AA > 50%) onde os extratos da entrecasca do caule
promoveram uma maior inibicdo do radical livre DPPH" de forma concentracdo-
dependente (14 - 1400 ug/mL) do que quando comparadas com a inibigdo promovida pelos
extratos do cerne (Figura 2).

Os extratos da entrecasca do caule apresentaram atividade antioxidante significativa
observada a partir da concentragdo de 350 pg/mL. Na concentragdo de 1400 pg/mL o
percentual variou de 92,78 a 90,14%, indicando forte atividade similar ao do BHT e do
acido ascoérbico, sendo verificados altos percentuais na coleta de janeiro/2015 (92,78%),
seguido de outubro/2016 (92,54%) e abril/2015 (92,08%). Ja entre os extratos do cerne,
foram obtidos menores percentuais para a atividade de eliminacdo de radicais DPPH’,
variando de 92,28% a 46,45%, com melhores efeitos relacionados a coleta de abril/2016,
seguido de julho/2016 e outubro/2016 (92,28%, 91,46% e 74,76%, respectivamente).
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Figura 2. Efeitos de diferentes concentracfes dos extratos etanolicos da entrecasca do caule
e cerne de Secondatia floribunda A. DC. na inibicdo do radical livre DPPH’. Os valores em
porcentagem de atividade antioxidante sdo expressos com médias + D.P. (n=3). A:
janeiro/2015 coleta da entrecasca do caule (E1) e cerne (C1); B: abril/2015 coleta da
entrecasca do caule (E2) e cerne (C2); C: julho/2015 coleta da entrecasca do caule (E3) e
cerne (C3); D: outubro/2015 coleta da entrecasca do caule (E4) e cerne (C4); E:
janeiro/2016 coleta da entrecasca do caule (E5) e cerne (C5); F: abril/2016 coleta da
entrecasca do caule (E6) e cerne (C6); G: julho/2016 coleta da entrecasca do caule (E7) e

cerne (C7); H: outubro/2016 coleta da entrecasca do caule (E8) e cerne (C8). Continua...
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Figura 2. Efeitos de diferentes concentracfes dos extratos etanolicos da entrecasca do caule

e cerne de Secondatia floribunda A. DC. na inibicdo do radical livre DPPH’. Os valores em

porcentagem de atividade antioxidante sdo expressos com médias +

D.P. (n=3). A

janeiro/2015 coleta da entrecasca do caule (E1) e cerne (C1); B: abril/2015 coleta da
entrecasca do caule (E2) e cerne (C2); C: julho/2015 coleta da entrecasca do caule (E3) e
cerne (C3); D: outubro/2015 coleta da entrecasca do caule (E4) e cerne (C4); E:
janeiro/2016 coleta da entrecasca do caule (E5) e cerne (C5); F: abril/2016 coleta da
entrecasca do caule (E6) e cerne (C6); G: julho/2016 coleta da entrecasca do caule (E7) e

cerne (C7); H: outubro/2016 coleta da entrecasca do caule (E8) e cerne (C8).
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O valor da Clsp, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao
inicial de DPPH"em 50%, foram maiores que os controles em todas as coletas tanto para 0s
extratos da entrecasca do caule quanto os do cerne. Embora os valores tenham sido
significativamente mais elevados que o BHT (padréo sintético) e Acido Ascorbico (padrao
natural), foram menores para os extratos da entrecasca do caule, demonstrando poder de
inibicdo maior que os extratos do cerne (P < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Valores da concentracédo inibitoria a 50% (Clsp pg/mL) obtidos para o sequestro
do radical livre DPPH" para os extratos etandlicos da entrecasca do caule e cerne de
Secondatia floribunda A. DC. coletada em diferentes periodos.

Clso (ng/mL)

Meses

Entrecasca Cerne
Jan/2015 337.18 +0.79° 1413.81 + 1.84°
Abr/2015 344.27 + 1.68° 1538.76 + 4.14°
Jul/2015 324.07 + 5.23%" 927.68 + 4.01%¢
Out/2015 278.99 + 5.47° 992.54 + 0.58°
Jan/2016 318.34 + 0.95 1981.84 + 5.27°
Abr/2016 314.11 + 1.68" 678.30 £ 0.97"
Jul/2016 206.22 + 3.99° 588.93 + 1.61¢
Out/2016 301.52 + 5.20°° 882.12 + 1.30°
BHT 2.15+ 0.05
Acido ascorbico 17.46 +2.10

Os resultados sdo expressos em média £ D.P. (n=3). Médias seguidas por diferentes letras
(a, b, c, d, e, f, g) diferem-se estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey a P < 0,05).

Para a entrecasca do caule os resultados de Clsg variaram de 206,22 + 3,99 a 344,27
*+ 1,68 pg/mL. Neste sentido, o efeito dos extratos etanodlicos da entrecasca do caule na
inibicdo do radical DPPH’ permitiu distribui-los na seguinte ordem: jul/2016 (E7) >
out/2015 (E4) > out/2016 (E8) > abr/2016 (E6) > jan/2016 (E5) > jul/2015 (E3) > jan/2015
(E1) > abr/2015 (E2) (P < 0.05).

Para os extratos do cerne os valores de Clso variaram de 588,93 + 1,61 a 1981,84 +
5,27 pg/mL, demostrando resultados significativamente mais altos refletindo menor efeito

de inibicdo do radical DPPH’ permitindo a seguinte ordem: jul/2016 (C7) > abr/2016 (C6)
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> out/2016 (C8) > jul/2015 (C3) > out/2015 (C4) > jan/2015 (C1) > abr/2015 (C2) >
jan/2016 (C5) (P < 0.05).

Entre os meses de coleta os resultados indicaram que a os extratos de julho/2016
apresentaram a melhor concentracéo eficiente capaz de reduzir 50% do DPPH’" com 206,22
*+ 3,99 pug/mL para a entrecasca do caule e 588,93 + 1,61 ug/mL para o cerne. As
diferencgas nos valores de Clsg entre as partes vegetais avaliadas eram esperadas devido as
variacOes percebidas nos niveis de fendis e flavonoides, compostos reconhecidos por
apresentarem atividade antioxidante importante. Vale ressaltar que os melhores resultados
de Clso para ambos os extratos, durante os dois anos, estdo associados ao periodo seco
coincidindo com os mais altos niveis de fendis. Ainda assim, em 2015, quando foram
registradas chuvas durante na estacdo seca os niveis de flavonoides foram os mais baixos,
jaem 2016 o mesmo periodo ndo apresentou precipitacdo e os niveis de flavonoides foram
maiores juntamente com fenois o que refletiu melhores resultados de Clso dos extratos.

Os resultados observados estdo de acordo com outros trabalhos que mostraram que a
atividade antioxidante pelo método de sequestro do DPPH’ é proporcional ao contetdo
total de compostos fendlicos presentes (Najjaa et al., 2011; Sousa et al., 2015). Em
trabalho recente, Ribeiro et al. (2017), identificaram e quantificaram 0s compostos
fendlicos presentes na entrecasca do caule e cerne de S. floribunda, revelando a presenca
de niveis consideraveis do flavonoide cinchonaina, seguido de quercetina e 0s acidos
galico e cafeico. Estes compostos apresentam atividade antioxidante significativa em
diversos estudos.

O flavonoide cinchonaina isolado a partir da casca de Trichillia catigua A. Juss.
exibiu potente atividade antioxidante no teste de eliminacdo de radicais DPPH’, com
valores de Clsp de 9,4 uM para cinchonaina la, 5,1 uM para cinchonain Ib, 2,5 uM para
cinchonain Ic e 2,3 pM para cinchonaina Id (Tang et al., 2007). Da mesma forma, Resende
et al. (2011) testando nove substancias isoladas das cascas de Trichilia catigua, dentre elas
quatro derivados de cinchonaina (cinchonaina la, cinchonaina Ib, cinchonaina Ilb e
cinchonaina lla) atribuiram a estes compostos elevada atividade antioxidante com Cls
variando de 5,05 a 7,87 uM, atividade maior que o acido ascorbico.

No trabalho de Hong et al. (2008) entre os 11 compostos isolados das folhas de
Eriobotrya fragrans Champ, Cinchonaina Ib e cinchonaina la exibiram a atividade
antioxidante mais forte, com Clsp; de 0,595 e 0,639 mmol, respectivamente, sendo
considerado pelos autores um potente antioxidante natural para ser usado nas industrias

alimentares ou farmacéuticas.
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Estes dados demostram a importancia dos compostos fendlicos na atividade
antioxidante relatada para S. floribunda, mesmo se tratando de extratos, 0 que gera uma
interacdo entre 0s compostos podendo causar sinergismo ou antagonismo que influenciam
na capacidade de reduzir Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (Hidalgo et al., 2010),
possivelmente o compostos Cinchonaina tenha apresentando influéncia na eliminacéo do
radical DPPH’ e as varia¢des nos resultados demostram que estao diretamente relacionados

com os niveis destes compostos durante as coletas.

3.2.2 Atividade antioxidante in vitro pelo método ABTS™ "

O ensaio de atividade de eliminacdo de radicais ABTS™ mede a capacidade
antioxidante total. O radical ABTS™ é gerado pela reacdo de ABTS e persulfato de
potassio, e quando um antioxidante é adicionado o0 ABTS™ é convertido em uma forma
ndo radical. Verificou-se que todos os extratos da entrecasca do caule e cerne exibiram
atividades de remocdo de ABTS™ com efeito dependente da concentracdo (14 a 1400
pg/mL). Os valores estdo representados na Tabela 3, com resultados expressos como a
capacidade antioxidante equivalente a Trolox. Diferenca significativa (P < 0,05) entre as
partes vegetais foram observadas, sendo que em todas as coletas a entrecasca do caule
apresentou melhor desempenho quando comparado com o cerne (Figura 3).

A maior atividade de eliminagio de radicais ABTS' " para a entrecasca do caule e
cerne foi encontrada em julho/2016 (1968.26 + 7.04 e¢ 900.54 + 0.41 puM trolox/g,
respectivamente), resposta condizente com o resultado do ensaio de DPPH’, sendo que os
extratos apresentaram maior afinidade e desempenho na remocdo de radicais da classe
ABTS' . Os melhores resultados para os testes ABTS ", estdo associados ao periodo seco,
em ambos 0s anos e por sua vez aos altos niveis de fenois e flavonoides, desta forma,
dependendo do envolvimento destes compostos no extrato os valores altos pode ser devido
a diferencas nos potenciais redox, na reagdo estequiométrica e/ou efeito estérico
(impedimento) dos radicais (Nickavar et al., 2010).

Nos extratos da entrecasca do caule, com resultados significativamente mais fortes (P
< 0,05), os valores variaram de 1968,26 + 7,04 uM trolox/g a 1370,49 + 2,75 uM trolox/g,
sendo distribuidos, na seguinte ordem: Jul/2016 (E7) > Out/2016 (E8) > Jul/2015 (E3) >
Jan/2015 (E1) > Jan/2016 (E5) > Abr/2015 (E2) > Abr/2016 (E6) > Out/2015 (E4) (P <
0.05). Com resultados mais baixos, variando de 900,54 + 0,41 uM trolox/g a 276,23 + 1,29

uM trolox/g, 0s extratos do cerne também apresentaram diferencas significativas entre as
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coletas (P < 0,05), com excegdo dos meses de abril/2015 e janeiro/2016 (P = 0,25). Desta
forma para o cerne a capacidade de eliminacio radical ABTS" " foi encontrada na ordem:
Jul/2016 (C7) > Abr/2016 (C6) > Out/2015 (C4) > Jul/2015 (C3) > Out/2016 (C8) >
Abr/2015 (C2) > Jan/2016 (C5) > Jan/2015 (C1) (P < 0,05).

Tabela 3. Valores da atividade antioxidante equivalente a Trolox obtidos para a captura do
radical ABTS'™ dos extratos etandlicos da entrecasca do caule e cerne de Secondatia

floribunda A. DC. coletada em diferentes periodos.

AA (uM trolox/g)
Meses
Entrecasca Cerne

Jan/2015 1642,48 + 1,03 276,23 + 1,29°
Abr/2015 1508,29 + 1,14 291,63 + 0,26"
Jul/2015 1828,82 + 2,32° 618,87 + 1,06°
Out/2015 1370,49 + 2,75%¢ 685,32 + 2,26
Jan/2016 1575,22 + 5,35" 287,47 +1,84°
Abr/2016 1460,38 + 1,41° 883,49 + 4,50°
Jul/2016 1968,26 + 7,04 900,54 + 0,41°
Out/2016 1890,37 + 5,16° 596,48 + 1,07'

Os resultados sdo expressos em média £ D.P. (n=3). Médias seguidas por diferentes letras

(a, b, c, d, e, f) diferem-se estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey a P < 0,05).
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Figura 3. Valores da capacidade antioxidante equivalente a Trolox (UM trolox/g) para os
extratos etanolicos da entrecasca do caule e cerne de Secondatia floribunda A. DC. Os
resultados da atividade antioxidante sdo expressos com médias + D.P. (n=3).
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A vantagem do radical ABTS™ é sua alta reatividade e, portanto, provavelmente a
capacidade de reagir com um maior nimero de antioxidantes, principalmente os
hidrofilicos, no caso dos compostos fendlicos. Por outro lado, a preparacdo do reagente
ABTS ¢ mais dificil e sua estabilidade é menor em comparacdao com DPPH’, o que pode
levar a resultados imparciais (Stratil et al., 2007).

Alguns antioxidantes s&o capazes de retardar a formacéo do radical ABTS™, e outros
de remové-lo dando origem a outros radicais (Béhm et al., 2004), como no caso de alguns
acidos fendlicos, que possuem importante fator em relacdo estrutura atividade em sistemas
biologicos, com capacidade de interagir em ambientes lipofilicos (por exemplo,
membrana) e hidrofilicos (por exemplo, citoplasma) (Fiuza et al., 2004).

S. floribunda, apresenta em sua composicdo fendlica a presenca dos acidos
clorogénico, cafeico e galico em concentracdes significativas (ver capitulo 2). Estes acidos
possuem estudos que relatam potentes efeitos redutores do radical ABTS™. Yeh e Yen
(2006) cita que entre todos os &cidos hidrobenzdicos, o acido galico € o que apresenta
maior efetividade na inativacdo do radical ABTS™". Giilgin et al. (2005) atribuiram ao &cido
cafeico, alta capacidade de eliminacio de radicais ABTS™. Este acido mesmo sendo um
metabolito do &cido clorogénico, principal representante de &cidos hidroxicindmicos que
possui potencial capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio (ERO), apresenta
atividade antioxidante mais forte (Sato et al., 2011; Wu et al., 2012).

3.2.3 Atividade antioxidante in vitro pelo método de reducédo do ferro (FRAP)

No ensaio FRAP (Ferric-Reducing Antioxidant Power), a atividade antioxidante é
avaliada com base na capacidade de uma determinada substancia reduzir ferro férrico
(Fe**) a ferro ferroso (Fe?*) no solvente TPTZ. A curva de calibracdo foi feita com sulfato
ferroso, e os resultados foram expressos em uM de sulfato ferroso/mg (uM Fe,SO,4/g) de
amostra.

Os extratos da entrecasca do caule reduziram significativamente maiores quantidades
de Fe*" a Fe** que os extratos do cerne (P < 0,05), expressando melhor desempenho com
altos valores de atividade antioxidante (Tabela 4 e Figura 4). Possivelmente, a entrecasca
alem de apresentar maiores niveis de compostos fendlicos e flavonoides, contém outros
compostos que podem esté efetuando acédo sinérgica e potencializando a atividade.

Os valores de FRAP para os extratos da entrecasca do caule durante os dois anos

foram significativamente diferentes e variaram de 12381,20 + 2,68 uM Fe,SO,4/g a 5108,8
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+ 0,96 uM Fe,SO,4/g sendo distribuidos a partir da mais altos para os mais baixos como
segue: Jan/2015 (E1) > Out/2016 (E8) > Jul/2015 (E3) > Abr/2015 (E2) > Jul/2016 (E7) >
Abr/2016 (E6) > Out/2015 (E4) > Jan/2016 (E5) (P < 0,05).

Tabela 4. Valores da atividade antioxidante pelo método reducdo do ferro (FRAP) dos
extratos etanolicos da entrecasca do caule e cerne de Secondatia floribunda A. DC.

coletados em diferentes periodos.

AA (M Fe,SO,/q)
Meses
Entrecasca Cerne

Jan/2015 12381,20 + 2,68° 1093,09 + 0,53
Abr/2015 8048,29 + 2,02 594,41 + 2,25"
Jul/2015 8624,44 + 521° 2388,22 + 1,92°
Out/2015 5533,49 + 6,48" 1625,9 + 0,38°
Jan/2016 5108,8 + 0,96 857,63 + 0,19
Abr/2016 6615,56 + 3,82° 2432,92 + 0,75°
Jul/2016 7237,93 + 4,48' 1688,71 + 1,09%°
Out/2016 10774,41 + 3,63° 1747,72 + 0,48°

Os resultados sdo expressos em meédia + D.P. (n=3). Médias seguidas por diferentes letras
(a, b, c, d, e, f) diferem-se estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey a P < 0,05).
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Figura 4. Valores da atividade antioxidante pelo método reducdo do ferro (FRAP) dos os
extratos etanodlicos da entrecasca do caule e cerne de Secondatia floribunda A. DC. Os

resultados da atividade antioxidante sdo expressos com médias + D.P. (n=3).
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Para os extratos do cerne, o maior valor de FRAP foi de 2432,92 + 0,75 uM
Fe,SO4/g (abril/2016 — periodo chuvoso) e o menor de 594,41 + 2,25 uM Fe,SO4/g
(abril/2015 — periodo chuvoso) apresentando diferencas significativas entre os meses de
coleta. A atividade foi distribuida na ordem: Abr/2016 (C6) > Jul/2015 (C3) > Out/2016
(C8) > Jul/2016 (C7) > Out/2015 (C4) > Jan/2015 (C1) > Jan/2016 (C5) > Abr/2015 (C2)
(P < 0,05). Os resultados mais representativos para a entrecasca estiveram associados a
estacdo chuvosa em 2015 e durante a seca em 2016, coincidindo com niveis altos de
fenois. N&o apresentando relacdo bem definida com a sazonalidade. Assim como o cerne
que apresentou resultado mais elevado e 0 mais baixo na mesma estacao.

A presenca de um agentes redutores em extratos organicos, causa a reducdo do
complexo [Fe(TPTZ),]** & forma ferrosa (Fe®"). Este potencial é atribuida & doacdo de
elétrons (hidrogénio), mecanismo de acdo que esta relacionado com a atividade
antioxidante de compostos fendlicos (Mohamed et al., 2013). Alguns compostos
identificados em S. floribunda, como a quercetina, o acido galico, cinchonaina, sdo citados
pela capacidade de reduzir Fe** em anélise com o método FRAP (Bangou et al., 2012;
Hong et al., 2008; Pulido et al., 2000; Resende et al., 2011; Soobrattee et al., 2005), estes
compostos mesmo ndo sendo predominante em todas as coletas podem estar contribuindo

na atividade dos extratos avaliados.
3.2.4 Atividade antioxidante in vitro pela capacidade quelante de fons Fe®*

O agente quelante captura, transporta e/ou elimina substancias (principalmente
metais) do organismo, e embora alguns metais como o ferro seja um elemento essencial
para 0S organismos Vivos, o excesso deste pode levar a niveis mais altos de espécies
reativas de oxigénio (Sousa et al., 2015). A capacidade quelante de ferro dos extratos
etandlicos foi avaliada pela inibicdo da formacdo do complexo [Fe(fenantrolina)s]®* e
determinada em porcentagem de atividade quelante (AQ%) de ions ferro em funcdo das
diferentes concentragdes dos extratos.

Na presenca dos extratos etanolicos da entrecasca do caule e cerne a formagdo do
complexo foi interrompida, sugerindo que os extratos possuem alta habilidade de quelar
Fe?*, apresentando resposta dependente da concentracio (14 - 1400 pg/mL) e diferencas
significativas entre as concentragdes testadas para o mesmo extrato (P < 0,05) (Figura 5.).
Estes resultados demostram que 0s extratos possivelmente estejam mantendo o ferro na

forma oxidada, o que pode prevenir a producdo de radicais livres e consequentemente
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danos oxidativos, podendo ser fundamental em outros mecanismos do sistema de defesa
antioxidante, e influenciar também a atividade de enzimas em reacGes oxidativas (Niki,
2012).

Os extratos etanolicos da entrecasca do caule e cerne promoveram na concentracdo
de 1400 pg/mL uma reducdo da cor do complexo em 83,89% (abril/2015) e 83,80%
(Janeiro/2015), respectivamente. Embora entre as partes vegetais os resultados tenham sido
semelhantes durante as coletas, de modo geral, os extratos do cerne obtiveram melhores
desempenhos, com atividade quelante maxima variando de 83,30% a 78,20%,
apresentando a seguinte ordem: Jan/2015 (C1) > Jan/2016 (C5) > Abr/2015 (C2) >
Abr/2016 (C6) > Jul/2015 (C3) > Out/2015 (C4) > Out/2016 (C8) > Jul/2016 (C7) (P <
0,05).

Enquanto que os extratos da entrecasca do caule variaram de 83,89% a 74,01%,
sugerindo também sdo capazes de capturar ions ferrosos antes da ferrozina. Desta forma,
atividade quelante de ferro dos extratos etandlicos da entrecasca do caule permitiu a
seguinte ordem: abr/2015 (E2) > jan/2016 (E5) > abr/2016 (E6) > jan/2015 (E1) >
out/2015 (E4) > jul/2015 (E3) > jul/2016 (E7) > out/2016 (E8) (P < 0,05).

A capacidade de quelacdo do metal pelos extratos da entrecasca do caule e cerne foi
significativa, uma vez que reduziu a concentracdo do metal de transi¢cdo catalisador na
peroxidacdo lipidica. Gulgin et al. (2005) ressalta que os agentes quelantes sdo eficazes
como antioxidantes secundarios porque reduzem o potencial redox, estabilizando assim a
forma oxidada do ion metalico.

Entre as varias espécies de fons metalicos, o Fe?* é conhecido como a oxidagao
lipidica mais importante, pro-oxidante devido a sua alta reatividade (Halliwell e
Gutteridge, 2007; Niki, 2012). A ferrozina pode formar guantitativamente complexos com
Fe?* e acelerar a oxidagéo lipidica pela degradagdo de hidrogénio e peréxidos lipidicos em
radicais livres reativos atraveés da reacdo de Fenton (Cheng e Breen, 2000; Djerrad et al.,
2015), na presenca de agentes quelantes, esta formacdo complexa é interrompida (Glgin et
al., 2005).

Ambos os extratos durantes os dois anos apresentaram melhor capacidade de
quelacdo durante o periodo chuvoso juntamente com altos niveis de flavonoides. Alguns
compostos fendlicos em virtude da capacidade de quelagcdo podem oferecer beneficios
consideraveis como inibidores da reacdo de Fenton, como o flavonoide quercetina que
inibem fortemente a oxidagéo induzida por Fenton (Heim et al., 2002; Ska-Kordala et al.,
2001).
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Figura 5. Atividade quelante de ferro (Fe?*) dos extratos etandlicos da entrecasca do caule

e cerne de Secondatia floribunda A. DC. Os valores em porcentagem de atividade quelante

sdo expressos com meédias = D.P. (n=3). * Indica diferenca estatistica significativa em

relacdo a concentracdo anterior para 0 mesmo extrato (ANOVA, teste de Tukey a P <
0,05). A: janeiro/2015 coleta da entrecasca do caule (E1) e cerne (C1); B: abril/2015 coleta

da entrecasca do caule (E2) e cerne (C2); C: julho/2015 coleta da entrecasca do caule (E3)

e cerne (C3); D: outubro/2015 coleta da entrecasca do caule (E4) e cerne (C4); E:

janeiro/2016 coleta da entrecasca do caule (E5) e cerne (C5); F: abril/2016 coleta da

entrecasca do caule (E6) e cerne (C6); G: julho/2016 coleta da entrecasca do caule (E7) e

cerne (C7); H: outubro/2016 coleta da entrecasca do caule (E8) e cerne (C8). Continua...
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Figura 5. Atividade quelante de ferro (Fe®") dos extratos etandlicos da entrecasca do caule
e cerne de Secondatia floribunda A. DC. Os valores em porcentagem de atividade quelante
sdo expressos com médias + D.P. (n=3). * Indica diferenca estatistica significativa em
relacdo a concentracdo anterior para 0 mesmo extrato (ANOVA, teste de Tukey a P <
0,05). A: janeiro/2015 coleta da entrecasca do caule (E1) e cerne (C1); B: abril/2015 coleta
da entrecasca do caule (E2) e cerne (C2); C: julho/2015 coleta da entrecasca do caule (E3)
e cerne (C3); D: outubro/2015 coleta da entrecasca do caule (E4) e cerne (C4); E:
janeiro/2016 coleta da entrecasca do caule (E5) e cerne (C5); F: abril/2016 coleta da
entrecasca do caule (E6) e cerne (C6); G: julho/2016 coleta da entrecasca do caule (E7) e

cerne (C7); H: outubro/2016 coleta da entrecasca do caule (E8) e cerne (C8).
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Quercetina além de possuir capacidade de qualar metais estad presente em
quantidades significativas na entrecasca e cerne de S. floribunda (Ribeiro et al., 2017) o
que pode esta pomovendo uma atividade de quelacdo significativa. Outra importante
atuacdo dos compostos identificados na espécie em estudo € a do acido cafeico que se liga
ao ferro impedindo ou minimizando a participacdo destes nas reagdes (Genaro-Mattos et
al., 2008). Gilgin et al. (2005), avaliando a atividade do acido cafeico relataram que em
uma concentra¢do de 10 pg/mL, reduziu ions ferrosos em até 53,2%. Alguns flavonoides
que exibem forte atividade antioxidante sobre radicais livres, podem vir a demostrar
atividade pro-oxidante na presenca de metais de transicao (Alves et al., 2010) porém como
a acao pro-oxidante ndo foi avaliada neste trabalho ndo é possivel afirmar a influéncia

dessa acdo nos resultados apresentados.

3.2.5 A variabilidade entre o contetdo fendlico e a atividade antioxidante

A sazonalidade, incluindo precipitacdo e temperatura, € um fator importante para a
biossintese dos compostos fendlicos, induzindo sua producdo e acumulacdo. As plantas
podem aumentar a producdo fendlica diretamente em resposta a pressao oxidativa a partir
de excesso de radiacao (Close e McArthur, 2002; Gill e Tuteja, 2010). Varias investigacdes
anteriores demostram que o estresse oxidativo desempenha um papel importante na sintese
de compostos fendlicos em plantas (Nour et al., 2014; Shohael et al., 2006; Yao et al.,
2016). Este aumento na composicdo aparentemente para protecdo da planta esta
relacionado ao potencial antioxidante desta classe de metabolitos secundarios em
organismos humanos (Aradjo et al., 2015).

As partes vegetais de S. florubunda, analisadas neste estudo mostraram variagdes no
conteido total de fendis e de flavonoides, refletindo de modo geral na atividade
antioxidante. O teor de fendis nos dois anos para a entrecasca e cerne foram maiores
durante o periodo seco, em comparacdo ao chuvoso, ja flavonoides aparentemente ndo
apresentou relacdo com a precipitacdo, sendo maiores no periodo chuvoso em 2015 e no
seco em 2016 (Tabela 6).

A condicdo de seca e a auséncia de precipitacdes definem em S. floribunda melhor
atividade de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e um aumento do conteudo total
de fendis em ambas as partes vegetais. Tanto os ensaios DPPH quando ABTS

apresentaram melhores resultados em julho/2016.
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O poder de reducéo e quelagdo de ferro foram maiores durante a estacdo chuvosa
demostrando que os flavonoides sdo mais eficazes nos ensaios FRAP e Quelante, visto que
0s teores destes compostos tanto na entrecasca como no cerne foram maiores com a
presenca de precipitacao.

De modo geral, existe variabilidade clara entre os extratos de S. floribunda,
considerando todos os valores obtidos para cada amostra nos quatro métodos (DPPH,
ABTS, FRAP, Quelante). A entrecasca do caule possui capacidade antioxidante mais forte
que o cerne para todas as amostras estudadas, no entanto, na quelagao os extratos do cerne
mostraram atividade melhor. Esta diferenciagdo nos resultados estd fortemente ligada &
producdo de compostos fendlicos, que por sua vez e influenciado pela sazonalidade,
através dos indices pluviométricos Esta variabilidade levou a concluir que devemos
selecionar os compostos fenolicos e flavonoides a serem investigados cuidadosamente
dependendo do periodo sazonal, a fim de ter uma maior eficacia em termos de atividades
bioldgicas para fins de satde humana.
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Tabela 5. Contelido total de fendis e flavonoides e atividades antioxidantes dos os extratos etanolicos da entrecasca do caule e cerne de

Secondatia floribunda A. DC. coletada em diferentes periodos por dois anos. * Referente a valores da Ultima concentracdo do teste quelante.

Precipitacao Fendis Flavonoides DPPH ABTS FRAP Quelante
Meses Amostras Clso AA AA AQ (%)
(mm) (rgEq-AG/R)  (nghq.Q/g) (ng/mL) (1M trolox/g) (uM Fe,SO4/g) (1400 pg/mL)*
Chuvoso
Jan/2015 - El 67,34 +0,03% 9,65+0,09% 337,18+0,79° 164248+ 1,03% 12381,20+2,68% 77,72+ 0,07
an C1 11,07 +0,47° 543 +0,84° 1413,81+1,84° 276,23 +1,29° 1093,09 + 0,53° 83,79 + 0,08
AbF/2015 216 E2 43,94 +0,02° 18,05+ 0,26° 34427 +1,68° 150829 +1,14°  8048,29 +2,02° 83,89 + 0,07°
C2 10,49 + 0,20° 10,46 + 0,15° 1538,76 + 4,14° 291,63 + 0,26° 594,41 + 2,25" 82,22 +0,08%°
Seco
Jul/2015 a1 E3 68,96 + 0,16%° 9,91 +0,15% 324,07 +523*° 1828.82+232°  8624,44 +5721° 75,99 + 0,03°
u C3 10,04 +055° 3,95+0,21° 927,68 + 4,01 618,87 +1,06° 2388,22 +1,92° 80,39 + 0,04°
OU/2015 1 E4 51,48 +0,08° 4,08+0,37° 278,99 +547° 1370,49 +275%  5533,49 + 6,48° 77,70 + 0,34
u C4 11,95+ 0,06° 3,40+0,26° 99254+0,58" 68532+ 226" 1625,9 + 0,38¢ 79,81 + 0,14¢
Chuvoso
Jan/2016 409 E5 33,93+0,05 558+0,19° 318,34+0,95° 157522 +5 35" 5108,8 + 0,96° 78,02 + 0,06°
an C5  1136+017° 498+018° 198184+527° 28747+184°  857.63+019' 83,35+ 0,08°
Abr/2016 36 E6 46,18 +0,03° 10,90+ 0,12° 314,11 +1,68° 1460,38+1,41° 661556 + 3,82° 77,74 + 0,08
C6 10,73+0,13° 522+0,05% 678,30+0,97" 883,49 + 4,50° 243292 +0,75° 81,37 + 0,05"
Seco
Jul/2016 0 E7 52,11 +1,41° 9,81+0,08% 206,22 +3,99% 1968,26 + 7,04 7237,93 + 448" 74,78 +0,13"
u C7 17,62 +1,20° 825+0,25% 58893+161Y 90054+0,41°  1688,71+1,09% 78,20 +0,17%¢
OUt2016 0 E8 53,22 +142° 963+0,08% 301,52+520°° 1890,37 +516° 1077441 +3,63% 74,01+0,11°°
u Cs8 920+0,14° 6,91+1,13° 88212+1,30° 596,48 +1,07" 1747,72 + 0,48° 79,21 + 0,04°

Os valores sdo expressos com médias £ D.P. (n=3). Médias seguidas por diferentes letras diferem-se estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey a
P < 0,05). E: Entrecasca do caule; C: Cerne.
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4. Conclusao

Os resultados mostram que a atividade antioxidante e os teores de compostos
fenolicos e flavonoides apresentam variabilidade ao longo dos anos, apesar de poucas
diferengas significativas entre alguns meses.

Os ensaios antioxidantes demostraram resultados elevados, perfazendo uma boa
atividade frente aos testes, podendo afirmar que os extratos da entrecasca do caule e cerne
sdo bons antioxidantes, especificadamente no teste FRAP e quelante, na capacidade de
reduzir e quelar ferro. Porém os extratos ndo demostraram boa atividade para reduzir
espécies reativas de oxigénio semelhantes a classe do DPPH, devido aos valores elevados
de Clsp, em contra partida quando testado com o radical ABTS, a resposta foi melhor,
conduzindo o que se tem na literatura, onde o agente depende de varios fatores. Desta
forma, este trabalho se torna relevante, diante dos fatores necessarios para avaliar a
capacidade antioxidante dos extratos, podendo afirmar uma resposta especifica, dando
suporte para trabalhos futuros com a mesma espécie e ampliando a discussdo sobre o
mecanismo de acdo dos extratos sobre a classe de compostos que demostram potencial
efeito sinérgico e melhoram a atividade.

A andlise antioxidante por quatro sistemas de teste diferentes, demostraram que 0s
extratos da entrecasca do caule e cerne de S. floribunda coletados durante o periodo seco
apresentam melhor desemprenho nos teste DPPH e ABTS e os coletados durante o periodo
chuvoso possui atividades antioxidantes mais altas em FRAP e Quelante, embora os
resultados de todos os testes ndo tenham apresentado grandes diferencas.

Os dados coletados ao longo dos dois anos estabelecem as bases para novos estudos
voltados para investigar as mudancas no conteido de compostos fendlicos e flavonoides
por um longo periodo de tempo, considerando outros fatores ambientais, a fim de definir
condicBes experimentais Uteis para obter, quantidades mais elevadas destes compostos

bioativos com propriedades antioxidantes Unicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demostram que as investigacdes etnobioldgicas podem servir
como base para diferentes trabalhos, fornecendo informacbes para estudos mais
aprofundados com espécies que sdo relatadas pelas comunidades locais e que sdo
desconhecidas por seu carater quimico biolégico, além de favorecer ao entendimento da
ecologia quimica destas espécies, visto a escassez de trabalhos realizados com énfase neste
assunto.

A grande diversidade de compostos fendlicos que sdo encontrados nas plantas
possuem reconhecidas atividades terapéuticas, que na maioria das vezes sdo investigadas
sem compreender como estes compostos fenolicos estdo distribuidos, como se comportam
entre as partes vegetais em periodos sazonais e em diferentes fases fenoldgicas. O
entendimento da variabilidade destes compostos é considerado importante para orientar
pesquisas que visam o isolamento de produtos naturais, e o estabelecimento de épocas mais
favoraveis para rendimentos mais elevados, especialmente de substancias que sdo de
interesse medicinal, visando futuras investigacfes farmacoldgicas e diferentes formas de
manejo das espécies frequentemente utilizadas na terapéutica.

O conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho é de grande relevancia, uma
vez que contribuiu ao conhecimento do perfil quimico de S. floribunda apresentando em
sua composicdo niveis consideraveis de compostos fenolicos, com predominancia do
flavonoide cinchonaina tanto na entrecasca do caule quanto no cerne. Estes compostos nos
extratos etandlicos apresentaram variabilidade qualitativa e quantitativa durante os anos de
estudo, com a existéncia de relacdo entre a sazonalidade e seu ciclo fenolégico.

O extrato etanodlico tanto da entrecasca como do cerne apresentaram atividade
antibacteriana significativa e essas a¢fes sinérgicas demonstraram a possibilidade do uso
associados dos constituintes presentes nos extratos e antibidticos usuais contra linhagens
Gram-positivas e Gram negativas.

Quanto ao potencial antioxidante dos 16 extratos nos quatro métodos utilizados foi
verificada além de variagbGes entre as partes vegetais e nas coletas, ocasionadas pela
sazonalidade, melhor desempenho na reducédo e quelacdo de ferro, principalmente durante
0 periodo chuvoso.

Este é o primeiro relato sobre a composi¢éo e as varia¢des no contetido fendlico de S.
floribunda em funcdo da sazonalidade e da fenologia que refletiram nas atividades

biologicas da espécie. Assim, esses dados podem contribuir ndo sé ao conhecimento sobre
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a espécie, mas servir como base para posteriores estudos buscando aliar informagdes do
conhecimento local e o entendimento da distribuicdo de metabdlitos destinados ao uso
medicinal, também para o desenvolvimento de padrdes de coleta na obtencdo de maiores
concentracdes de compostos bioativos.

Além disso, demostram a necessidade de mais estudos com objetivo de entender
como esses fatores ambientais e fisioldgicos estdo associados & biossintese de compostos
quimicos responsaveis por atividades antimicrobianas e antioxidantes importantes e seus
mecanismos de acdo, bem como os periodos mais apropriados para a obtencdo dos maiores

teores destes constituintes que séo destinados ao uso terapéutico.
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Objective: To establish the chemical profile, and to evaluate the antibacterial and
modulatory activity of the ethanolic extracts of the stalk's inner bark and heartwood of
Secondatia floribunda.

Methods: Quantification of total phenols and flavonoids was determined by the Folin-
Ciocalteu method and aluminum chloride, respectively. Phenolic compounds were
identified and quantified by HPLC-DAD (High Performance Liquid Chromatography-
Diodearray Detector) and the Infrared Spectroscopy was performed using the measure

gﬁi::i):(a]l&.com Ttion by Attenuated Total Reflectance with Fourier Transform (ATR-FTIR). Antibacterial
HPLC pot assays for determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and modifi-
Cinchonain cation of aminoglycosides were performed by microdilution.

Results: Infrared spectra showed similar characteristics, having among its main
absorption bands hydroxyl group (OH). The antibacterial activity showed clinically
significant results for the strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. In
modulation assay, synergic and antagonistic effect for both extracts was observed.
Heartwood extract in combination with antibiotics showed a significant MIC reduction at
19.8% (P < 0.000 1)-79.3% (P < 0.01).

Conclusions: This study is the first report of chemical and biological information of
Secondatia floribunda suggesting that it is clinically relevant source of a new antibacterial
therapy, especially due to the presence of significant levels of phenolic compounds.

Natural product
Modification resistance

1. Introduction

Over the years, various studies have been performed to
demonstrate the efficacy of medicinal plants regarding their
biological activities [1]. Previous to this, various plants were
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already used for this purpose as an alternative therapeutic
option [23]. Through traditional medical knowledge a
multitude of plant extracts became known to have active
substances which are of interest for the development of new
drugs. Among these substances, great attention has been given
to studies of phenolic compounds, both by their chemical
properties and pharmacological actions [4.5], thus, many
compounds of this class have been isolated to better
understand their potentials [6.7].

Among the activities that related to phenolic compounds,
antimicrobial has shown its importance, because these
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