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RESUMO

A espécie Bridelia cathartica Bertol (Euphorbiaceae) é utilizada na medicina popular
mocambicana para o0 tratamento de diversas doencas, incluindo doencas infecciosas e
inflamatdrias, mas as investigacdes cientificas visando determinar seu potencial terapéutico

S80 escassas.

No presente estudo, os fenolicos totais, actividade antioxidante e antimicrobiana dos extractos
brutos hidroetanodlicos e das respectivas fracces acetato de etilo das folhas e caules de

Bridelia cathartica foram determinados usando métodos padrao.

Os fendlicos encontrados ndo apresentaram variagdes significativas nas diferentes amostras
analisadas (p <0,05) e apresentaram valores maximos de 435,090 + 15,507 e 436,970 + 15,310
miligramas equivalente de acido galico (mgGAE) por grama do extrato seco para as amostras
de caule e folhas, respectivamente. A maior actividade antioxidante foi exibida pela amostra
de folhas no método de sequestro do radical livie DPPH (ECso = 3,63 + 0,12 pg / mL) e de
reducdo do complexo de fosfomolibdénico (57,88 + 0,57%). A maior parte das amostras
exibiram uma notdvel actividade antibacteriana com predominancia de valores de

concentracdo inibitéria minima (CIM) entre 250 - 500 pg / mL.

Os resultados encontrados neste estudo revelam niveis elevados de compostos fendlicos, bem
como um potente efeito antioxidante e consideravel actividade antibacteriana, 0 que pode
justificar o uso desta planta na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas

infecciosas e inflamatorias.

Palavras-chave: Fenois totais; antibacteriana; DPPH; Bridelia cathartica; exctractos;
antioxidante.



ABSTRACT

The Bridelia cathartica Bertol (Euphorbiaceae) species is used in Mozambican folk medicine
for the treatment of various ailments including infectious and inflammatory diseases, but

scientific investigations aiming to determine its therapeutic potential are scarce.

In the present study, the total phenolics, antioxidant and antibacterial activities of the crude
hydroethanolic extracts and ethyl acetate fractions of the leaves and stem of B. cathartica were

determined using standard procedures.

The phenolics found did not show significant variations in the different analyzed samples (p <
0,05) and showed maximum values of 435.090 + 15.507 and 436.970 + 15.310 milligrams of
gallic acid equivalents (mgGAE) per gram of the dry extract for the samples of stem and
leaves respectively. The highest antioxidant activity was exhibited by the leaves sample in the
DPPH method (EC50 = 3.63 + 0.12 ug/mL) and phosphomolybdenum complex method (57.88
+ 0.57%). Most of the extracts and fractions from leaves and stem exhibited remarkable
antibacterial activity with predominance of minimum inhibitory concentration (MIC) values
between 250 - 500 pg/mL.

The results found in this study reveal high levels of phenolic compounds as well as a potent
antioxidant effect and considerable antibacterial activity, which may justify the use of this

plant in traditional medicine for the treatment of various infectious and inflammatory diseases.

Key words: Total phenolics, antibacterial, DPPH, Bridelia cathartica, extracts; antioxidant.
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1. INTRODUCAO

A historia do desenvolvimento das sociedades humanas esteve sempre intimamente ligada ao
uso que os povos faziam dos recursos naturais ao seu dispor. Foi a partir desses recursos que
diferentes povos, através da observacdo de animais e experimentacdo, através do método de
tentativa e erro, seleccionaram plantas Gteis para suas diversas necessidades (Cunha, 2005).
Portanto, a busca por alivio e cura de doengas por ingestdo de ervas e folhas pode ter sido um
dos primeiros propositos de uso de produtos naturais (Viegas et al., 2006). Acredita-se no
entanto que as plantas medicinais sejam uma importante fonte de novas substancias quimicas
com potenciais efeitos terapéuticos (Vashvaei et al.,, 2015). O que pode justificar as

propriedades antimicrobianas e antioxidantes muitas vezes atribuidos as plantas.

Os extractos e 0leos essenciais de muitas ervas demonstraram exercer actividade bioldgica in
vitro e in vivo, 0 que incentiva o desenvolvimento de pesquisas sobre medicina tradicional
focada na caracterizacdo das suas propriedades antimicrobianas (Burt, 2004; Jafari et al.,
2014; Keykavousi et al., 2016) e antioxidantes.

As plantas séo ricas em uma grande variedade de metabolitos secundérios tais como taninos,
alcaldides e flavonoides, que foram encontrados in vitro como tendo propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (Bajpai et al., 2005; Vashvaei et al., 2015). Muitas dessas
plantas sdo medicinais e contém grandes quantidades de compostos fendlicos, que podem
desempenhar um papel importante no sequestro e neutralizacdo de radicais livres e espécies

reactivas de oxigénio (EROs).

Muitos desses fitoconstituintes presentes nas plantas medicinais estdo associados a baixas
taxas de morbilidade e reducdo de ocorréncia de doencas causadas por produtos de
metabolismo de oxigénio em seres humanos (radicais livres e EROs) (Anderson et al., 2001;
Djeridane et al., 2006).

Os compostos fendlicos de origem natural sdo abundantemente distribuidos no reino vegetal e
sdo sintetizados em resposta a condicao stressante que a planta esta sujeita ao longo do seu
ciclo de vida e destinam-se a proteger a mesma contra a agressao por radiagdes ultravioletas e

de ataque por microorganismos (Nitiema et al., 2012). Os polifendis exibem uma ampla gama



de propriedades fisioldgicas tais como anti-inflamatdrias, antimicrobianas e antioxidantes
(Balasundram et al., 2006; Abah, 2010; Nitiema et al., 2012).

Preparagbes vegetais sdo usadas na medicina tradicional africana para tratar uma lista
interminavel de doencas, 0 que atraiu a atencdo dos pesquisadores na busca continua de
informacdes detalhadas sobre a actividade de diferentes plantas usadas nestas preparacdes.
Pode se citar alguns exemplos, espécies como a Cleistochlamys Kirkii (Benth) Oliv.
(Annonaceae), uma planta medicinal usada na medicina tradicional mogambicana para o
tratamento de doencas infecciosas como a tuberculose e algumas afec¢des musculo-
esqueléticas como reumatismo, na qual Pereira et al. (2016) determinaram as propriedades
antibidticas dos extractos metanolico e n-hexano e da fraccdo acetato de etilo contra
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e isolaram diferentes compostos de interesse

farmacéutico.

A espécie Bridelia ferruginea, bastante usada na Africa Subsahariana. As cascas da raiz sdo
usadas na medicina tradicional togolesa no tratamento de diabetes mellitus (Bakoma et al.,
2012). Estes autores determinaram a quantidade de fenolicos totais e as suas propriedades
antioxidantes (modelo animal) e antiglicemiantes (modelo enzimético) dos extractos

hidroetandlico e acetdnico e da fraccdo acetato de etilo.

Os relatos de uso de roma (frutas de Punica granatum) sdo citados nos textos mais antigos
incluindo os textos de Ayurveda, Papiro de Ebers e registos da medicina unani e egipcia. Ela é usada
como vermifugo, adstringente, bactericida, refrigerante (suco), estimulante e alivia os efeitos adversos
de asma, bronquite, tosse, disenteria, diarreia, dispepsia funcional, febre, inflamagdes, hematomas,

feridas, problemas cardiacos, entre outros (Reddy et al., 2007).

Reddy et al. (2007) isolaram taninos (punicalinas e punicalaginas) e acidos fendlicos (acido
galagico e acido elagico) da espécie Punica granatum L. e determinaram as propriedades

antioxidantes, antimalaricas e antimicrobianas destes compostos e da frac¢ao rica em taninos.

Algumas espécies medicinais utilizadas na medicina tradicional mogambicana demonstraram
ser dotadas de diversas actividades biologicas, incluindo antioxidantes, antimicrobianas,
antitumorais e anti-inflamatérias porém, a maioria delas ndo tém estudos aprofundados sobre

tais propriedades. Por exemplo, as plantas do género Bridelia s&o utilizadas na medicina



tradicional africana e asiatica, no tratamento de vérias doencas como anemias, doencas
infecciosas, diabetes, diarreia, parasitoses, inflamacdes, maléria, hipoglicemia, dor abdominal,

doencas cardiovasculares, sexuais, entre outras (Ngueyem et al., 2009).

A Bridelia cathartica Bertol (Euphorbiaceae), uma espécie tradicionalmente conhecida
como "Munuangati ou Thlanthangati" é utilizada na medicina popular mogambicana
para o tratamento de varias doencas, mas as investigacdes cientificas com o objectivo

de determinar as suas potencialidades medicinais ainda sdo raras.

Estudos anteriores sobre a bioactividade de B. cathartica relataram sua actividade
antimalarica (Jurg et al., 1991; Ramalhete et al., 2008) e actividade antianémica
demonstrada através de quantificacdo de niveis de ferro em diferentes partes da planta
(Omolo et al., 1997).

Estudos sobre as raizes de B. Cathartica, desenvolvidos recentemente por Madureira et
al. (2012) levaram a presenca de alguns metabdlitos secundarios de maior interesse
farmacologico e da actividade antibacteriana dos extractos das raizes contra estirpes

bacterianas gram-positivas e gram-negativas.

Nesta perspectiva, 0 presente estudo intitulado Determinacdo da Actividade
Antioxidante e Antibacteriana dos Extractos de Bridelia cathartica Bertol ira se cingir
na quantificacdo dos polifendlicos presentes nos extractos de caules e das folhas de
Bridelia cathartica, seguido de testes da actividade antioxidante e antibacteriana in

vitro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS E FITOQUIMICOS
DO GENERO BRIDELIA

Estudos etnoboténicos, fitoquimicos, etnofarmacoldgicos e toxicoldgicos para apoiar o
conhecimento indigena tém sido relatados por diversos autores em diversas regiées do globo
terrestre. Esse conhecimento tem sido alvo de validagdo e em alguns paises como
Mocambique, ja é parte integrante dos sistemas de saude para cuidados de salde primario,

onde diversas espécies medicinais podem ser vistas em ervanarias e mercados informais.

O género Bridelia é um conjunto de espécies vegetais pertencentes a familia Phyllanthaceae e
inclui aproximadamente cerca de 60 a 70 membros provenientes de Africa e Asia. Cerca de 50
espécies estdo distribuidas na Africa Tropical, Madagéscar, 1émen e na Asia, desde india a sul
da China, em toda Indochina, Malésia a norte de Austrélia e nas llhas Salom&o e Vanuatu
(Ngueyema et al., 2009). Aspectos botanicos de Bridelia cathartica Bertol podem ser
observados na figura 1, enquanto, as indicacdes tradicionais de algumas plantas do género
Bridelia estdo resumidas na tabela 1. Alguns metabdlitos mais importantes encontrados e

isolados de diferentes espécies medicinais de género constam das figuras 2 e 3.

As cascas, raizes e folhas de pelo menos dez espécies de Bridelia sdo utilizadas na medicina
tradicional africana e asiatica para tratamento de varias doencas, incluindo infecgdes genitais e
urinarias (Bridelia atroviridis), bronquite (Bridelia balansae), anemia (Bridelia cathartica),
distdrbios intestinais e dores nas articulacdes (Bridelia micrantha), carie dentéria (Bridelia
grandis), febre, diabetes e diarreia (Bridelia ndellensis), reumatismo (Bridelia retusa),
reumatismo, dor abdominal e artrite (Bridelia esclerodermia), febre (Bridelia tomentosa),
disenteria e reumatismo (Brideliaferruginea) (Ngueyema et al., 2009) e alguns estudos
quimicos e biol6gicos foram alvos de estudo e descritos na literatura (Pegel e Rogers, 1968;
Bessong et al., 2006; Green et al., 2011).

Muitos estudos fitoquimicos evidenciaram uma abundante presenca de terpenos, esterois e

compostos fenolicos (Ngueyema et al., 2009), onde se pode destacar alguns metabolitos



isolados das folhas e caules de Bridelia monoica e de Bridelia ovata (Bates et al., 1990;
Boonyaratavej et al., 1992), nomeadamente, friedelina e friedelana-33-ol, flutina-5-en-3p-ol,
estigmasterol, PB-sitosterol, 4-metillanosta-9, 24-metillanosta-9 (11), 25-dien-3-ona, 24,24-

mimetillanosta-9 (11), 25-dien-3-ona.

Okeleye et al. (2011) relataram a presenca de flavonoides, esterdides, taninos,
alcaldides e saponinas na casca de tronco de Bridelia micrantha e correlacionaram
esses compostos fitoquimicos a sua actividade antimicrobiana. Mburu et al. (2016)
confirmaram a presenca dos mesmos compostos fitoquimicos através da determinacéo
de grupos funcionais utilizando espectroscopia FT-IR e através de analise quantitativa,
usando espectroscopia UV-Vis determinaram o total de fendis e flavondides, saponinas
e conteudo de alcaloides. O total de fendlicos e flavonodides foi encontrado mais alto
em cascas, enquanto o teor de saponinas foi encontrado mais alto nas folhas. O teor de
alcaldides, por outro lado foi encontrado o mais alto nas raizes e correlacionaram a

presenca desses fitoquimicos a actividade antimalarica exibida pela planta.

Ngueyem et al. (2009) revelaram que a casca e as folhas de espécies de Bridelia séo
particularmente ricas em compostos fenolicos. Adefuye et al. (2011), Adefuye e Ndip
(2013) mostraram que os extractos da casca do caule de B. micrantha revelaram
actividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Shigella sonnei, Salmonella

typhimurium e Helicobacter pylor.

Na espécie Bridelia crenulata (Pegel e Rogers, 1968; Bessong et al., 2006) foram isoladas e
reportadas as substancias como friedelina, epi-friedelinol, n-octacosano, a-amirina, -
sitosterol, R-sitosterol-3-B-D-glucopiranésido e luteoforol (1). Os seus extractos foram
testados contra 10 bactérias patogénicas e quatro estirpes fungicas onde verificou-se uma forte
inibicdo contra E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa (Ramesha et al., 2001). A actividade
antibacteriana de luteoferol também foi avaliada e mostrou-se bastante efectivo contra todas as
bactérias testadas na faixa de concentragcdo que varia de 250-2000 pg/mL (Ramesh et al.,
2002).



Foto: Kbraunsd e Taylo (2014, 2016)

Figura 1. Aspectos botanicos de Bridelia cathartica Bertol
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Tabela I. Usos tradicionais e indicagdes de algumas plantas do género Bridelia

Espécie Uso tradicional/ Propriedades Fonte

B.atroviridis Laxante, diurético e afrodisiaco; Ngueyema et al. (2009).
gonorreia e outras doencas
sexualmente transmissiveis;
propriedades antibacterianas.

B.balansae Bronquite Ngueyema et al. (2009).

Anemia; asma; obstipacdo; anorexia;
febre; dores cardiacas; disenteria;
hemorroides; infertilidade feminina e
masculina; tosse; dor epigastro;
maldria; cefaleias; epilepsia; doencas
sexualmente transmissiveis e sintomas

Wet et al. (2012).
Ngueyema et al. (2009).

B. cathartica Ramalhete et al. (2008)

B. crenulata
B. esclerodermia
B.ferruginea

B. grandis

B. micrantha

B. ndellensis
B. retusa
B. tomentosa

relacionados com infecgdes por VIH

Antimicrobiana

Reumatismo, dor abdominal e artrite
Disenteria; reumatismo; aftas;
antiinflamatdria; antidiabética;
infertilidade feminina; antipiréctica;
antihelmintica.

Cérie dental e propriedades
antimicrobianas.

Disturbios intestinais e dores nas
articulaces; antidiabética;
antimicrobiana, antioxidante e anti-
VIH.

Febre, diabetes e diarreia
Reumatismo
Febre

Ramesha et al. (2001).
Ngueyema et al. (2009).
Ngueyema, et al. (2009).
Rashid et al.(2000).

Ngueyema et al. (2009).

Pegel e Rogers (1968).
Green et al. (2011).
Bessong et al. (2006).
Omeh et al. (2014).
Chinaka e Nkeiruka (2011).
Ngueyema et al. (2009).
Ngueyema et al. (2009).
Ngueyema et al. (2009).

Adpatado de Ngueyema et al. (2009).

Outros compostos foram isolados da espécie Bridelia ferruginea, os mais importantes incluem
os flavonoides galocatequina- (4-O-7) -epigalocatequina (2), quercetina (3), quercetina-3-
neoesperidésido (4), rutina (5), miricetina-3-glucosido (6), miricetina-3-ramndsido (7)



(Ngueyema et al., 2009). O fraccionamento bioguiado do extracto das raizes conduziu ao
isolamento de glicésido, 5'-desmetoxi-B-peltatina-5-O-B-D-glucopiranosido (8), e trés
compostos que ja haviam sido isolados anteriormente, P-peltatina, B-peltatina-5-O-B-D-

glucopirandsido (9), e deoxipodofilotoxina (Rashid et al., 2000; Ngueyema et al., 2009).

Outras espécies que merecem destaque séo a Bridelia balansae e Bridelia glauca (Tsai et al.,
2003; Sueyoshi et al., 2007), de onde foram isolados nove compostos, incluindo dois ésteres
de cadeia longa, balansenato | e balansenato I, triterpendide bridelona, deimino-xantina,
bridelonina, adenina e seus analogos, 9- (3-metilbut-2-enil) adenina e 1- (3-metilbut-2-enil)
adenina, N° (3-metilbut-2-enil) adenina, 3- (3-metilbut-2-enil) adenina e, ligninas e
neoligninas nomeadamente, brideliésido (10), neoligninas glicosidicas (11, 12) e
megastigmanas glicosidicas designadas bridelionosidos A, B, C, D, E e F, isolados da espécie

Bridelia glauca.

Glu—0

R OMe

OMe

(8) R=H
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(11)

Figura 3. Ligninas e neoligninas isoladas de B. ferruginea, B. balansae e B. glauca

Bessong et al. (2006) estudaram actividade anti-VIH tipo 1 das frac¢Oes acetato de etilo e
n — butanol com ICso de 10,4 e 7,3 ug/mlL respectivamente, da espécie Bridelia glauca,
usando como alvo a enzima viral transcriptase reversa (TR). A analise espectroscopica das

substancias isoladas conduziu a identificacdo de presenca de fitosterois friedelina e sitosterol,

OGlc



respectivamente. Estudos mais profundos mostraram ndo haver relacdo entre a actividade
demonstrada com a ocorréncia destes compostos nestas fracgdes. A andlise fitoquimica
qualitativa tornou possivel a identificacdo de flavonoides e taninos (Bessong et al., 2006) que

parecem estar relacionados com a inibi¢éo da enzima viral transcriptase reversa.

Green et al. (2011) comprovaram a actividade anti-micobacteriana da fraccdo n-hexano e
identificaram 24 fitoconstituintes que representam 60,5 % da frac¢do. Alguns dos compostos
identificados incluem o 1,3-bis (3-fenoxifenoxi) (13,51%), 2-pinen-4-ona (10,03%), N (b) -
benzil-14- (carboximetil) (6,35%) e linalol (0,2%). Os compostos taraxerona, epifriedelinol,
taraxerol, &cido galico e &cido elagico foram também isolados da mesma espécie, e alguns

estudos d&o indicacdo da presenca de leucodelfinidina e &cido caféico (Pegel e Rogers, 1968).

Madureira et al. (2011), determinaram a actividade antibacteriana dos extractos das raizes de
Bridelia cathartica Bertol contra diferentes estirpes bacterianas (gram positivas e gram
negativas) e os valores das concentra¢des inibitoria minima (CIM) estdo resumidos na tabela
Il. As bactérias que mostraram-se mais sensiveis sdo nomeadamente, S. Aureus (CIM, 7,50
pg/mL) para o extracto metanolico, e M. smegmatis com CIM de 31,0 ug/mlL para o extracto
n — hexano e 62,50 ng/mL para 0 extracto acetato de etilo respectivamente. Na tabela Il
encontram-se resumidos os resultados dos testes fitoquimicos realizados sobre 0s mesmos
extractos. Com estes resultados, pode-se inferir que o0s extractos mais activos sdo 0s que
possuem maior concentracdo de compostos fendlicos e terpénicos nomeadamente, o extracto
acetato de etilo, metandlico e n — hexano onde neste Ultimo, s6 foi detectada a presenca de

terpenos.



Tabela Il. Actividade antibacteriana de extractos de raiz de Bridelia cathartica

CIM (pg/mL)
Extracto S.aureus E.faecalis K. pneumoniae P.aeruginosa M. smegmatis
n-hexane 125,0 250,0 >250,0 >250,0 31,0
DCM 125,0 250.0 >250,0 125,0 >250,0
AcOEt 125,0 250,0 >250,0 125,0 62,50
MeOH 7,500 250,0 >250,0 125,0 125,0

Legenda: DCM- fraccdo diclorometano; AcOEt-fracgdo acetato de etilo; MetOH-extracto
metandlico; Hex-fraccdo n-hexano; CIM (ug/mL) — concentracdo inibitéria minima em
microgramas/mL.

Tabela I11. Fitoguimica de extractos da raiz de Bridelia cathartica Bertol

Extracto Flavonoides. Fendis Terpenos Alcalbides
n-hexane + - - -
DCM + - ++ +
ACcOEt ++ + ++ +
MeOH - + ++ -

Legenda: DCM- fraccdo diclorometano; AcOEt-fraccdo acetato de etilo; MetOH-extracto
metanolico; Hex-fraccdo n-hexano; CIM (ug/mL) — concentracdo inibitoria minima em
microgramas/mL.

Adaptado de Madureira et al. (2011).



2.2. OS COMPOSTOS FENOLICOS

Existem pelo menos cerca de 300.000 espécies de plantas superiores documentadas,
produtoras de uma diversidade de substancias quimicas com estruturas diversificadas onde,

mais de 200.000 dessas substancias ja foram isoladas e identificadas (Lattanzio, 2013).

Uns dos grupos mais importantes destes metabdlitos sdo os compostos fendlicos (Michalak,
2006). Eles pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande diversidade de
estruturas, simples e complexas que possuem pelo menos um anel aromatico no qual, ao

menos, um hidrogénio é substituido por um grupo hidroxilo (Simdes et al., 2004).

Sédo principalmente derivados do acido chiquimico (13) e/ ou de um poliacetato e destacam-se
pelas suas actividades farmacoldgicas (acidos fenolicos, compostos cumarinicos, flavonoides,

taninos e os compostos quindnicos) (Cunha, 2005).

O acido chiquimico, a sua biogénese resulta da condensacdo alddlica de dois metabdlitos da
glicose: o fosfoenolpiruvato (14) e a eritrose-4-fosfato (15). Uma vez formado, o &cido
chiquimico pode ser metabolizado em acido corismico (16) ou acido galico (17) que é uma das
unidades formadoras dos taninos hidrolisaveis (polimeros polifendlicos de elevado peso
molecular) constituidos de unidade de acgucar e acido galico e/ou seus derivados funcionais.
Como o pH prevalente na planta torna os acidos ionizados, poder-se-ia designar esses

metabdlitos como chiquimato, corismato e galato respectivamente (Simdes et al., 2004).

O acido corismico, resultante de uma molécula de é&cido chigquimico e uma de
fosfoenolpiruvato, por sua vez, origina 0s aminoacidos aromaticos, precursores de varios tipos
de alcal6ides. Essas vias biossintéticas que formam os aminoécidos aromaticos estdo presentes
em plantas, fungos e bactérias, mas néo sdo encontradas em animais, por isso, 0s aminoacidos
aromaticos, fenilalanina e triptofano sdo considerados nutrientes essenciais na dieta dos
animais, enguanto a tirosina s6 ndo € considerada essencial porque pode ser formada a partir

da fenilalanina.

A fenilalanina, por accdo da enzima fenilalanina amonialise (PAL) perde uma molécula de

amoniaco originando o acido cindmico (18). Os &cidos cindmicos sdo 0s precursores da



maioria dos compostos classificados como fenilpropandides (ArCs), compostos aromaticos
com uma cadeia lateral de trés 4&tomos de carbono ligado ao anel aromatico. Grande parte
desses metabdlitos sdo acidos ou derivados destes. Os fenilpropanoides também servem como

unidades formadoras dos compostos fenolicos mais complexos, os lignoides e cumarinas.
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Figura 4. Alguns intermediarios envolvidos na biossintese de compostos fenolicos.

As antraquinonas, flavondides e taninos condensados podem ser formadas via é&cido
chiquimico e acetato. No caso das antraquinonas, o acido chiquimico reage com acido a-
cetoglutarico, produzindo o acido O-succinilbenzdico. Este produto mais acido mevaldnico

(proveniente do acetato) origina uma antraquinona.

Ja os flavondides, o seu esqueleto basico é formado por dois anéis aromaticos conectados por
uma ponte de trés atomos de carbono (Cs-C3-Cg). Resulta de rotas biossintéticas separadas, a

do acido chiquimico e a do acetato via acido mevaldnico. A primeira origina fenilalanina, o



precursor do &cido cindmico que, por sua vez origina o acido cumarico, responsavel por um
dos anéis aromaticos (anel B) e a ponte de trés carbonos. A segunda resulta no outro anel

aromatico (anel A) do esqueleto basico dos flavonoides.

Enquanto os taninos condensados, sdo formados pela ligacdo de unidades de flavondides,
geralmente flavon-3-06is e/ou flavan-3,4-didis, provenientes do metabolismo dos flavonoides.

Eles sdo formados pela hidroxilacdo no C-3 de uma flavanona, seguida por reducéo.

2.2.1. PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS FENOIS SIMPLES

Os fenois simples que possuem um Unico ndcleo aromatico sdo bastante comuns quer em
plantas inferiores quer em plantas superiores. Para além de contribuirem para o sabor, odor, e
coloracdo de diversos vegetais, sendo muitos desses economicamente importantes pela
utilizacdo como flavorizantes e corantes de alimentos e bebidas. Para alguns derivados de
acidos fendlicos tem sido relatada actividade antioxidante, como para o &cido clorogénico,
para o acido caféico e seus esteres com esterois e triterpenos, bem como para o acido ferulico
e seus ésteres com esterdis e triterpenos (Natella et al., 1999; Olthof et al., 2001; Gilcin,
2006). Essas evidéncias sugerem que doengas causadas por reaccdes oxidativas em sistemas
bioldgicos podem ser retardadas pela ingestdo de antioxidantes naturais encontrados na dieta,

principalmente de compostos fenolicos.

Existem relatos de efeito antioxidante (eliminacdo do radical peroxilo e oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade) dos derivados do &cido benzdico e do &cido cindmico. A
cinética encontrada para a actividade antioxidante em funcgéo do tipo de substituicdo aromatica
revelou uma variagd0 da velocidade da reaccdo na sequéncia p-hidroxi <p-
hidroximetoxi<dihidroxi <p-hidroxidimetoxi (Natella et al., 1999). As mesmas actividades
foram relatadas pelo Dinis et al. (1994) para acetaminofeno (paracetamol), acido salicilico e

acido 5-aminosalicilico.

A actividade antibacteriana e antiviral de ésteres de &cido caféico também ¢ relatada,

destacando-se o0 equinocosido, de ocorréncia descrita em diversas espécies de Echinaceae e 0



plantamajésido de Plantago major L. Alguns glicésidos do &cido caféico apresentaram
selectiva inibicdo da enzima 5-lipooxigenase, que esta relacionada com a biogénese dos

leucotrienos e estes, por sua vez, estdo envolvidos na imuno-regulacédo (Simdes et al., 2004).

2.2.2. PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS FLAVONOIDES

Os flavondides fazem parte dos compostos polifendlicos de maior interesse devido a suas
diversas propriedades biolégicas (Jash e Brahmachari, 2013). A grande abundancia e
diversidade destes compostos parecem mostrar a extrema importancia que eles
possuem para plantas superiores. Contudo, ndo esta claro que também o sejam para o
homem. De facto, pode se inferir que os seres humanos ingerem muitos gramas de
flavonoides diariamente, encontrados com frequéncia nas frutas e em muitas outras
espécies vegetais, no vinho, em cereais e ocasionalmente em corantes alimentares.
Estas substancias possuem diversas actividades bioldgicas, destacando: a nutracéutica,
antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral e antimicrobiana. As funcionalidades dos
flavonoides no organismo humano sdo suportadas pelo facto destes terem habilidades para
induzirem sistemas enzimaticos, e por estudos epidemioldgicos que reportam um efeito

protector contra doengas relacionadas com a idade (Yao et al., 2004).

A sua presenca em alimentos joga um papel importante na proteccdo da salude humana, pois
estudos realizados tém demonstrado diversas ac¢bes farmacoldgicas com destaque para a

accdo antioxidante, anti-inflamatorio e antimutagénica (Yao et al., 2004).

As isoflavonas desempenham uma importante ac¢do hormonal (fitoestrogenos) em animais ou
in vitro o que leva a acreditar em potentes beneficios para a salde humana associados a
ingestdo da dieta rica destes compostos. Eles contribuem para as propriedades antioxidantes
dos vegetais verdes, frutas, azeite e 0leos de soja, vinho tinto, chocolate e chas.

Ha relatos de que alguns flavonoides possuem uma variedade de actividades biologicas,
incluindo antialérgica, anti-inflamatdria, antiviral, antiproliferativa e anticancerigena (Yao et

al., 2004). O papel fisiologico destes compostos estd ligado a prevencdo de danos de



componentes celulares que acredita-se ser consequéncia de reac¢des quimicas que envolvem

radicais livres (Prochazkové et al., 2011).

As celulas e tecidos corporais estdo continuamente ameagados por danos causados por radicais
livres e espécies reactivas de oxigénio (EROs), que sdo produzidos durante o metabolismo
celular normal ou induzidas por danos exdgenos (Nijveldt et al., 2001). Os mecanismos e a
sequéncia de eventos pelo qual os radicais livres interferem com funcdes celulares ndo sédo
completamente compreendidos, mas um dos eventos mais importantes parece ser a
peroxidacdo de lipidos, o que resulta em danos da membrana celular. Este dano celular
provoca uma mudanca na carga liquida da celula, alterando a pressdao osmdtica, levando a
inchaco e, eventualmente, morte celular, e adicionalmente, a inducdo de varios mediadores
inflamatorios, que contribuem para uma resposta inflamatéria geral (Nijveldt et al., 2001;
Halliwell, 1995).

Para se proteger de espécies reactivas de oxigénio, 0s organismos vivos desenvolveram varios
mecanismos eficazes de defesa antioxidante (Halliwell, 1995). Estes mecanismos de defesa
incluem mecanismos cataliticos: enzimas como a superoxido dismutase, a catalase, e
glutationa peroxidase. E os ndo cataliticos: tais como homdlogos a glutationa, o &cido

ascorbico e a-tocoferol (vitamina E).

Como o aumento da producdo de espécies reactivas de oxigénio durante a lesdo de tecidos
resulta em consumo e deplecdo dos compostos de limpeza do organismo (enddgenos), assim
os flavondides podem ter um efeito aditivo para a eliminacdo enddgena desses produtos de

metabolismo de oxigénio enddgeno (Nijveldt et al., 2001).

Segundo Prochazkova et al. (2011), os possiveis mecanismos de eliminacdo de radicais livres
incluem: (i) eliminacéo directa de espécies reactivas de oxigénio (EROs); (ii) activacdo de
enzimas antioxidantes; (iii) actividade quelante de metais; (iv) redugao de radicais a-tocoferol,
(v) inibicdo de oxidases; (vi) mitigacdo do stress oxidativo causado pelo oxido nitrico; (vii)
aumento dos niveis de acido drico; e (viii) aumento das propriedades antioxidantes das defesas

antioxidantes de baixo peso molecular.

Segundo Barreiros et al. (2006), a actividade antioxidante dos flavondides depende da sua
estrutura e pode ser determinada por cinco factores: (i) reactividade como agente doador de



atomo de hidrogénio e do electrdo; (ii) estabilidade do radical flavanoilo formado; (iii) maior
reactividade frente a outros antioxidantes; (v) capacidade de quelar metais de transicao; e (vi)

solubilidade e interac¢do com as membranas bioldgicas.

A configuracdo, a substituicdo, o numero de grupos hidroxilos também influenciam
substancialmente nos varios mecanismos de actividade antioxidante (Kumar e Pandey, 2013).
A configuragdo do grupo hidroxilo no anel B é o um dos factores mais determinante na
eliminacdo de EROs e espécies reactivas de azoto (ERNSs) porque doam hidrogénio e um
electrdo nos radicais hidroxilos, peroxilos e peroxinitritos, estabilizando-os, dando espaco a
producdo de radicais flavonoides relativamente estaveis (Cao et al., 1997; Nijveldt et al.,
2001).

Devido aos seus potenciais de reducdo muito inferiores, os flavondides (FI-OH) sao
termodinamicamente capazes de reduzir os radicais livres altamente oxidantes (potencial de
reducdo na faixa de 1,00 — 1,13 V) tais como os radicais superoxido, peroxilo, alcoxilo e

hidroxilo, por doacdo de a&tomo de hidrogénio como é ilustrado na figura 5.

Devido a suas capacidades quelantes de iGes metalicos (ferro, cobre, etc.), os flavonoides
podem inibir a geracdo de radicais livres. Pois, 0s mecanismos de geracdo destas espécies
reactivas podem, especialmente, serem favorecidos pelos ides ferro e cobre (Barbosa et al.,
2010). Os tragos metélicos podem ligar-se em posicdes especificas de diferentes anéis da
estrutura de flavondide. Os locais de ligacdo sdo apresentados na figura 6 (Kumar e Pandey,
2013).
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Figura 5. Reducdo de radicais livres por flavonoides

Legenda: Onde temos uma reacgdo de eliminacdo de espécies reactivas de oxigénio (R*®) por

, - . . (] . - ~
flavonoides. O radical livre FI-O™ pode reagir com um segundo radical com a formagéo de
uma quinona estavel (FI-quinona) ( Prochazkova et al., 2011; Kumar e Pandey, 2013)

Figura 6. Complexacédo de flavonodides com ides metalicos.

Legenda: Temos os locais de ligacdo de tragos metalicos na estrutura de flavonoide, onde
Me"" indica iGes metalicos.

A epicatequina e rutina sdo potentes sequestradores de radicais livres. A capacidade da rutina

em eliminar os radicais livres pode ser devido a sua actividade inibitoria contra a enzima
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xantina oxidase (Nijveldt et al., 2001). Estudos recentes relatam que a xantina oxidase, uma
enzima geradora de EROs, é capaz de catalisar a oxidacao do retinol a acido retindico in vitro.
Os flavondides podem impedir a oxidagdo de LDL in vitro por este mecanismo. Esta accédo
protege as particulas de LDL. Assim, teoricamente, os flavonoides podem ter uma accao

preventiva contra a aterosclerose.

Os flavondides sdo também dotados de uma potente ac¢do anti-inflamatoria. Inflamacéo é
definida como uma reaccdo dos tecidos vascularizados a um agente agressor caracterizada
morfologicamente pela saida de liquidos e de células do sangue para o intersticio. A
inflamacédo € iniciada pela migracdo das células do sistema imune dos vasos sanguineos e
libertacdo de mediadores inflamatérios no local do dano. Este processo é seguido por
recrutamento das células inflamatorias, libertacdo de EROs, ERNs e citoquinas pro-
inflamatdrias para eliminar o agente invasor e reparar o tecido injuriado (Kumar e Pandey,
2013). Como, nem sempre a resposta inflamatoria inicial é suficiente e o processo pode

evoluir para um estado de inflamacéo cronica (Coutinho et al., 2009).

Apesar de ndo ser totalmente entendido, varios mecanismos de ac¢do sdo propostos para
explicar & accgdo anti-inflamatoria in vivo dos flavondides (Rathee et al., 2009). No entanto, o
mecanismo de ac¢do e os componentes envolvidos neste efeito ainda ndo foram claramente
definidos. Por via disso, a comunidade cientifica tém dedicado atencdo consideravel ao estudo
de classe de flavondides presentes em uma extensa gama de alimentos de origem vegetal, pois,

estes possuem diferentes papéis bioldgicos (Serafini et al., 2010).

A actividade anti-inflamatdria desta classe de compostos tem sido bastante investigada. Foi
também demonstrada a actividade dos extractos aquoso e hidroetanélico das inflorescéncias de
Achyrocline satureioides (Lam.) DC., Asteraceae no modelo de pata induzido por carragenina,
onde foi também verificada para os flavondides quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina,
isolados desta espécie vegetal (Simdes et al., 2004). Segundo Serafini et al. (2010), os
mecanismos moleculares para actividade anti-inflamatoria dos flavonodides sugeridos incluem
a inibicdo e/ou activagdo das enzimas pro-inflamatdrias tais como: (i) ciclooxigenase-2; (ii)
lipooxigenase; (iii) oxido nitrico sintase; (iv) factor de transcricdo NF-kB; (v) activagdo do

factor AP-1 (proteina-1); (vi) activacdo da enzima desintoxicante antioxidante da fase II; e



(vii) activacdo da proteina quinase activada por mitégeno, proteina quinase c e factor nuclear
eritréide 2-relacionado com factor.

Estudos realizados recentemente mostram que os flavonoéides podem minimizar a libertacao de
histamina durante a fase final do processo alérgico. A libertacdo de histamina durante esta fase
da reaccdo alérgica € rigidamente mediada por leucotrienos produzidos pela reaccao catalizada
pela lipooxigenase. Este processo pode ser inibido com maior extenséo por inimeras flavonas
hidroxiladas e agliconas, e com menor extensdo com flavonas metoxiladas (Rathee et al.,
2009).

A relativa inibicdo dos baséfilos na producédo de histamina por flavonoides esta correlacionada
com 0s requisitos de estrutura-actividade demonstrada para lipooxigenase (Rathee et al.,
2009). Outra propriedade anti-inflamatoria dos flavondides é a sua capacidade de inibir a
desgranulacdo de neutréfilos. Esta € uma forma directa de reduzir a libertacdo do acido
araquidonico por neutréfilos e outras células do sistema imune (Rathee et al., 2009).

Varios investigadores tém conduzido estudos in vitro sobre o potencial de actividade
antitumoral de flavonoides em sistemas celulares diferenciados (Ren et al., 2003). Alguns
flavonoides tém demonstrado capacidade de interagir com células sobre a génese do cancro,
blogueando o estagio de promocao, através da inibicdo da ornitina-descarboxilase. As classes
que tém apresentado actividade antitumoral in vitro em modelos animais séo: chalconas,
flavanonas, flavanois, flavonas, flavondis e isoflavonas (Simdes et al., 2004). Estes
flavonoides sdo apontados como inibidores (in vitro) de enzimas e receptores de ligandos
envolvidos na transducdo do sinal através de diferentes tipos de interac¢fes. Assim sendo,
estas interaccOes proteina-flavondides, juntamente com suas propriedades antioxidantes séo as
principais caracteristicas para 0s seus potenciais beneficios para a saude. Além disso, alguns
efeitos podem ser um resultado de uma combinacdo de eliminacdo de radicais livres e

interacgdo com fungdes enzimaticas (Batra e Sharma, 2013).

Os relatos recolhidos sobre as propriedades inibidoras de flavondides contra carcinogénese sdo
resumidos na Tabela IV. Embora ainda sejam necessarios estudos clinicos para uma melhor

elucidacéo dos efeitos benéficos deste grupo de substéncias no tratamento do cancro, os dados



epidemioldgicos e de testes in vitro aponta para o potencial uso clinico destes metabdlitos
(Simdes et al., 2004).

Outro efeito bioldgico dos flavonodides que merece destaque, é a capacidade antimicrobiana.
Durante séculos, preparacfes contendo flavonoides como principais ingredientes activos
foram usados por médicos e leigos curandeiros para o tratamento de doencas infecciosas em
humanos (Cushnie e Lamb, 2005). Por exemplo, as propriedades curativas de prépolis sao
referidos em todo o Antigo Testamento, e este balsamo foi prescrito por Hipdcrates (460-377
aC) na Grécia antiga para o tratamento de feridas e ulceras (Cushnie e Lamb, 2005). As
propriedades antimicrobianas de prépolis tém sido atribuidas ao seu elevado teor de
flavondides e em particular a presenca de flavonoides galangina e pinocembrina (Cushnie e
Lamb, 2005). Estudos realizados mostram que mais de trezentas substancias foram
identificadas em amostras de propolis, com predominancia de flavondides (flavonas,
flavonois, flavanonas), das quais destacam-se: galangina, crisina, tectocrisina, pinocembrina,

kampferol e quercetina (Sousa et al., 2007).

Tabela 1V. Actividade Antitumoral de Flavonoéides em Varias Linhagens Celulares

Cancro Flavonoide
Cancro oral Flavanonas, isoflavanas, epigalocatequina, chalconas,
epigalocatequina-3-galato, curcumina, genisteina, epicatequina
galato, quercetina

Cancro da mama Flavanonas, daidzeina, genisteina, quercetina, luteolina

Cancro da tirdide Genisteina, apigenina, kaempferol, crisina, luteolina, biochanina
A

Cancro do pulméo Flavona, quercetina

Cancro da prostata Catequina, epicatequina, quercetina, kaempferol, luteolina,

genisteina, apigenina, miricetina, silimarina
Cancro do colo uterino  Flavona, quercetina, genisteina, antocianina
Leucemia Apigenina, quercetina, miricetina, chalconas

Melanoma de rato B16  Chalconas

Adaptado de Ren et al. (2003).



Basile et al. (1999) reportaram a actividade antimicrobiana contra Enterobacter cloaceae, E.
aerogenes e Pseudomonas aeruginosa (MIC variando entre 4-2048 mg/mL) para 7
flavonoides isolados da espécie de musgos nomeadamente, a flavona apigenina, apigenina- 7-
O-triglicosido, lucenina-2, luteolina-7-O-neohesperidosido, saponarina, vitexina, e o0

biflavonoide bartramiaflavona.

Orhan et al. (2010) avaliaram a actividade antibacteriana e antifingica de flavondides 5,7-
dimetoxiflavanona-4'-O-B-D-glucopirandsido e 5,7-dimetioxiflavanona-4’-O-[2"-O-(5’"’-O-
trans-cinamoil)-p-D-apiofuranosil]-B-D glucopiranosido isolados das folhas e caules de V.
album ssp. Album (Loranthaceae) proveniente de Armeniaca vulgaris Lam. e de glicosido,
5,7,3'-trihidroxi-flavanona-4'-O-B-d-glucopiranésido isolado de extracto etanolico de G.
Fissurense, e de naringenina-7-O-B-d-glucopiranésido proveniente das partes aéreas do C.
hypoleucum (Asteraceae) contra cepas padrdo de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis e bactérias resistentes aos farmacos, assim como
fungos (Céndida albicans, C. krusei). Todos 0s compostos testados (32-128 mg/mlL)
mostraram forte actividade antimicrobiana contra cepas isoladas de P. a eruginosa, A.
baumanni, S. aureus e C. krusei. Taiwo e Igbeneghu (2014) relataram a actividade
antimicrobiana contra bactérias gram positivas de apigenina C-8 glucdsido, isoquercitrina-6-
O-4-hidroxibenzoato e quercetina-3-O-B-ramnésido isolados das folhas de Ficus

exasperata Vahl-Holl (Moraceae).

Varios relatos sugerem que os flavondides geralmente tém multiplos mecanismos de acc¢do, no
entanto, os mecanismos antibacterianos permanecem largamente desconhecidos para a maioria
dos flavonodides, mas sabe-se que eles podem exercer actividade antibacteriana através de
mecanismos como: (i) ruptura da membrana citoplasmatica; (ii) inibicdo da sintese de acido
nucléico; (iii) inibicdo do metabolismo energeético; (iv) inibicdo da sintese da parede celular; e
(v) a inibicdo da sintese da membrana celular (Xiao et al., 2014).

Xiao et al. (2014) identificaram os alvos moleculares de accdo de 19 flavonoides e cinco
enzimas foram descritas como importantes alvos de accéo, a saber: (i) fumarato flavoproteina
redutase; (ii) di-hidroptoroatato desidrogenase; (iii) di-hidrofolato redutase; e (iv) enoil-
redutase-ACP dependente de NADH e a subunidade de DNA-girase.



Os resultados mostraram também que, a 3-O-galoil ou cadeia lateral de 3-O-glic6sidos em
anel pirano dos flavondides sdo importantes para a inibicdo destas enzimas. Este estudo
fornece pistas importantes para a compreensdo dos mecanismos antibacterianos dos

flavonéides.

2.2.3. PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS TANINOS

Os taninos sdo compostos fenolicos de peso molecular suficientemente elevado, com grupos
hidroxilos e outros grupos susceptiveis (por exemplo, carboxilo) a formar complexos estaveis
com proteinas e outras macromoléculas sob condicGes particulares de estudo (Ashok e
Upadhyaya, 2012). E um grupo de polifendis solGveis em &gua e sdo habitualmente
subdivididos em taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis, s&o
ésteres de acido galico, enquanto os condensados (também conhecidos como protocianidinas)
sdo polimeros de monomero polihidroxiflavan-3-ol. Na parte central da molécula dos taninos
hidrolisaveis, existe uma molécula de carbohidrato (normalmente D-glicose), e 0s grupos
hidroxilos do carbohidrato sdo parcialmente ou totalmente esterificados com grupos fendélicos
de acidos fenolicos, como os de é&cido galico (em galotaninos) ou é&cido elagico (em

elagitaninos).

Os taninos hidrolisaveis, podem sofrer hidrolise por accdo de acidos e bases libertando o
carbohidrato correspondente e o respectivo acido fendlico. Exemplos de galotaninos séo os
ésteres do &cido galico com p-glicose unido ao &cido galico de ocorréncia em folhas e cascas
de muitas espécies de plantas (Ashok e Upadhyaya, 2012).

Os taninos condensados, 0s quais quimicamente compreendem um grupo de oligémeros de
polihidroxi-flavan-3-ol ou de polimeros ligados por ligac6es carbono-carbono apresentam uma
estrutura semelhante aos flavondides (Zhang et al., 2010). Possuem importancia marcante em
alimentos, pois sua presenca em baixas concentragcbes proporciona caracteristicas sensoriais
desejaveis. No entanto, elevadas concentragdes conferem aos frutos e outros alimentos,
caracteristicas adstringentes. A sensacdo de adstringéncia é gerada devido a propriedade que

0s taninos apresentam em precipitar proteinas, ou seja, quando em contacto com as proteinas



presentes na saliva formam um complexo insolivel que popularmente se caracteriza pela

sensacdo adstringente (Bernardes et al., 2011).

Muitos relatos indicam que os taninos, sdo responsaveis pela diminuicdo da absor¢do de
alimentos, da taxa de crescimento, eficiéncia alimentar, energia liquida metabolizavel e de
digestdo de proteinas em animais experimentais (Ozcan et al., 2014). No entanto, muitos
estudos indicam que o principal efeito de taninos ndo é devido a sua ac¢do inibitdria sobre a
ingestdo e digestdo de alimentos mas, antes, da diminuicdo de eficiéncia de conversdo de

nutrientes absorvidos em novas substancias (KT et al., 1998).

Plantas ricas em taninos sdo usadas na medicina tradicional no tratamento de diversas doengas
tais como diarreia, hipertensdo arterial, hemorragias, problemas estomacais (azia, nausea,
gastrite e Ulceras gastricas), queimaduras, problemas renais e do sistema urinario, processos
inflamatorios em geral e tumores (Simdes et al., 2004; Ashok & Upadhyaya, 2012). H& muitos
relatos sobre a actividade antibacteriana, antiviral, atihelmintica e antioxidante dos taninos
(Cunha, 2005 ; Zhang et al., 2010; Ashok et al., 2012).

Por terem propriedade de precipitar alcaldides (excepto a morfina) e metais pesados, 0S
taninos podem ser empregues como antidoto nos envenenamentos por alcaldides (Cunha et al.,
2005). Reddy et al. (2007) realizaram testes de actividade antioxidante, antimalérica e
antimicrobiana in vitro de mistura de fraccOes ricas em taninos, e de taninos puros
nomeadamente, acido elagico, acido galagico, punicalina e punicalagina, isolados do suco de
frutas da espécie Punica granatum L. A mistura das fraccdes ricas em taninos exibiu uma forte
inibicdo de produgdo de EROs com ECs, entre 0.8-19 ug/mL. O acido galdgico e
punicaligina exibiram actividade antimalarica contra os clones D6 e W2 de Plasmodium

falciparum com valores de 1Cso de 10,9; 10,6; 7,5 e 8,8 ug/mlL respectivamente.

Muitos taninos hidrolisaveis tém demonstrado um potente efeito inibitorio viral em varios
estagios de infeccdo e replicagédo. Este efeito tem sido notado contra virus de herpes simples
tipo 1 (HSV-1), virus de imunodeficiéncia humana (HIV) e virus de leucemia (Buzzini et al.,

2008). As hipdteses de mecanismo antiviral dos taninos hidrolisaveis constam na tabela V.

A actividade antibacteriana também tem sido extensivamente estudada. Quatro taninos

hidrolisaveis (punicalina o e B-punicalina, a-punicalagina e f-punicalagina) foram reportados



como tendo actividade inibitdria contra o crescimento de estirpes bacterianas resistentes a

meticilina. As hipoteses de possiveis mecanismos de acc¢do antibacteriana e antimicotico de

alguns taninos hidrolisaveis constam da tabela V1.

Tabela V. Mecanismo de Ac¢ao Antiviral de Alguns Taninos

Composto

Alvo

Mecanismos de accao

Acido tanico
Taninos hidrolisaveis
Taninos hidrolisavam

Elagitanino-C-
Glicosidico

HSV Inibicdo da adsorc¢éo do virus as células

VIH Inibicdo da adsorcdo do virus as células

HSV Inibicdo de adsor¢do/penetracdo do virus as células, inibicao
de penetracdo do virus no ndcleo

VIH Inibig&o da transcriptase reversa viral

Fonte: Buzzini et al. (2008)

As fraccOes aquosas, acetato de etilo e n-butanol e de antocianinas semi-puras, e outros

compostos provenientes da espécie Punica granatum, mostraram-se activas contra

microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Cryptococcus neoformans,

Staphylococcus aureus meticilina-resistente,

intracelular (Reddy et al., 2007).

Aspergillus fumigatus e Mycobacterium

Tabela VI. Mecanismo de Accdo Antimicrobiano de Alguns Taninos

Composto

Alvo

Mecanismos de ac¢ao

Galotaninos

Galotaninos
Elagitaninos

Taninos
hidrolisaveis
Taninos
hidrolisaveis

Streptococcus spp.

Streptococcus spp.
Staphylococcus
aureus
Helicobacter pylori

Candida albicans

Interaccdo com as proteinas ricas em prolina
ou acido lipoteicéico da superficie celular
Inibicdo da glucosiltransferase

Interaccdo com citoplasma e enzima da
parede (exemplo, oxirredutases)

Danificagéo dos lipidos da membrana

Danificagdo da parede e da membrana
celular

Fonte: Buzzini et al. (2008)



Nos estudos realizados por Yang et al. (2013), foi demonstrada a actividade antiviral de &cido
chebuldgico (tanino hidrolisdvel) contra enterovirus 71. O tratamento de células infectadas
com &cido chebulagico reduziu o efeito citopatico viral com ICsy de 12,5 pg / mL. Lin et al.
(2011) relataram a actividade antiviral do acido chebulédgico e de punicalagina isolados dos
frutos secos de Terminalia chebula Retz contra virus de herpes simples tipo-1 (HSV-1) por
inibicdo de formacdo da ligacdo entre as glicoproteinas da particula viral com receptores da
membrana da célula hospedeira, penetracdo e disseminacdo. Acredita-se que a actividade
farmacologica dos taninos é devida, pelo menos em parte, a trés caracteristicas gerais que sao
comuns aos dois grupos de taninos (hidrolisaveis e condensados): actividade antioxidante e a
capacidade de complexar macromoléculas de natureza proteica (enzimas digestivas, proteinas

fangicas ou virais) ou polissacaridos e ides metalicos (Simdes et al., 2004; Cunha, 2005).

Estudos epidemiologicos sugerem existir uma correlacdo entre o consumo de flavanois e seus
derivados e o decréscimo do risco de ocorréncia de certas doencas (Cunha, 2005). Foi
sugerido que os possiveis modos de accdo dos taninos no tratamento de doencas estdo

intimamente ligados a essas trés propriedades (Simoes et al., 2004).

2.3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENIO
2.3.1. FORMACAO E MECANISMO DE ACCAO DE RADICAIS LIVRES

A existéncia de espécies quimicas em forma de radicais livres foi primeiramente descrita em
1900, quando foi demonstrada a decomposicdo de hexafeniletano em 2 radicais trifenilmetil.
Entretanto, reacces envolvendo radicais livres em sistema bioldgico foram consideradas de
importancia apés 1940, com a introducéo de técnicas que permitiram a deteccdo de radicais
livres e os estudos da cinética das reaccBes envolvendo espécies quimicas de meia vida curta
(Ribeiro et al., 2005).

Nos altimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias apontam ao papel chave dos
radicais livres e outros oxidantes, como grandes responsaveis pelo envelhecimento e pelo

desenvolvimento de doencas degenerativas, como certos cancros, doencas cardiovasculares,



catarata, declinio do sistema imunolégico, disfungdes cerebrais (doenca de Alzheimer, doencga
de Parkinson e distrofia muscular), doencas inflamatorias (artrites, vasculite, glomerulonefrite,
lUpus eritematoso, sindrome do desconforto respiratorio agudo), doencas isquémicas (doencas
cardiacas, acidente vascular cerebral, isquemia intestinal), hemocromatose, SIDA, enfisema,
Ulceras géstricas, hipertensdo e pré-eclampsia (Sousa et al., 2007; Lobo et al., 2010). No
entanto, a geracdo de radicais livres em sistemas bioldgicos constitui, por exceléncia, um

processo continuo e fisioldgico, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes.

Durante os processos metabdlicos, os radicais livres actuam como mediadores para a
transferéncia de electrbes nas varias reaccdes bioquimicas. Sua producdo, em proporcdes
adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de
electrBes; fertilizacdo do dvulo; activacdo de genes e participacdo em mecanismos de defesa
durante o processo infeccioso. Porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos oxidativos
(Barbosa et al., 2010).

Os radicais livres sdo derivados de trés elementos: oxigénio, azoto e enxofre, criando assim,
EROs (espécies reactivas de oxigénio), ERNs (espécies reactivas de azoto) e ERSs (espécies
reactivas de enxofre). As EROs incluem as espécies como o anido superédxido (O;”), radical
hidroperoxilo (HO), radical hidroxilo (OH'), dxido nitrico (NO), e outras espécies, como 0
peroxido de hidrogénio (H,O,), oxigénio atémico (*O,), acido hipocloroso (HOCI) e
peroxinitrito (ONOQO’). As ERNs sdo formadas durante a reaccdo de NO com anido
superoxido com a formacdo de radical peroxinitrito (ONOO’). As ERSs sdo facilmente
formadas por reac¢do de tidis com EROs (Carocho e Ferreira, 2013).

A geragdo de radicais livres ocorre normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e no
citoplasma por diferentes mecanismos. Tais mecanismos podem, especialmente ser
favorecidos pelos ides ferro e cobre. As mitocdndrias, por meio da cadeia transportadora de

electrdes, sdo as principais fontes geradoras de radicais livres (Barbosa et al., 2010).

Outras fontes endogenas de producdo de radicais livres incluem, xantina oxidase,
peroxisomas, inflamacdes, fagocitoses, via do &cido araquiddnico, exercicios fisicos intensos,
isquemia/ injuria. Algumas fontes externas incluem, o tabagismo, poluentes ambientais,

radiagdes, certas drogas, pesticidas, solventes industriais e ozono (Lobo et al., 2010).



A figura 7 mostra o processo de formacdo de algumas EROs segundo Carocho e Ferreira
(2013) e a figura 8 mostra as diferentes fontes celulares de producéo de radicais livres segundo
Freeman & Crapo (1982).

O radical hidroperoxilo formado anteriormente dissocia-se para dar lugar a formacdo de
radical superdxido a pH fisiologico de 7,4. O anido superdxido pode ainda interagir
directamente ou predominantemente por intermédio de enzimas ou processos catalisados por

metais, gerando outras EROs (Flora, 2009).

O ido superdxido é rapidamente eliminado, inicialmente a peroxido de hidrogénio, e por causa
da sua reaccdo de desmutacéo (catalisada pela enzima catalase desmutase, SOD) para formar
peréxido de hidrogénio e oxigénio e, finalmente, agua (catalisada pela enzima catalase, CAT)
e EROs (Flora, 2009; Carocho e Ferreira, 2013).

Se o peréxido de hidrogénio reagir com um catalisador como i&o Fe** pode ter lugar a reacgéo

de Feton (equacéo 6) formando assim o radical hidroxilo HO  (Carocho e Ferreira, 2013).

No que diz respeito o ERNs, o mecanismo de formacdo de peroxinitrito € descrito pela
equacdo 7 (Squadrito e Pryor, 1998). Finalmente, as ERSs derivam, em condic¢des oxidantes,
de tidis dando lugar a formacdo de um dissulfureto que, com a continuacdo da oxidacdo pode
resultar em qualquer dissulfureto-S-mondxido ou dissulfureto-S-dioxido como moléculas
intermediarias. Finalmente, uma reac¢do com um tiol reduzido resulta na formacdo de acido

sulfénico ou &cido sulfinico (Carocho e Ferreira, 2013).

Fe? + H,0,— » Fe3* + OH®+ OH" (6)

NO+0, — » ONOO" )
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Figura 7. Descricdo das reaccBes conducentes a formacao de EROs

+

Setas verdes representam a peroxidacao lipidica. Setas azuis representam as reaccdes de
Haber-Weiss e setas vermelhas representam as reaccGes de Fenton. As letras em negrito
representam radicais ou moléculas com o mesmo comportamento (H,O,). SOD refere-se a
enzima Superoxido-Dismutase e CAT refere-se a enzima catalase.

Adaptado de Carocho e Ferreira (2013).

2.5.2. ALVOS BIOLOGICOS DAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENIO

A condicdo fisioldgica da célula exige equilibrio entre as condi¢bes pro-oxidante e
antioxidante. O rompimento do estado estacionario a favor da condigdo pré-oxidante favorece
injarias celulares, sendo a condicdo denominada de stress oxidativo, tendo como
consequéncias danos das biomoléculas como o ADN, lipidos, proteinas e os carbohidratos
(Ribeiro et al., 2005).

As proteinas podem ser oxidadas através do mecanismo catalisado por metais pesados. O ferro
é considerado de importancia em tais reac¢des, porque pode participar de ciclo redox através
de reaccGes com oxigénio molecular ou peréxido de hidrogénio, gerando EROs, as quais
oxidam aminodcidos alterando a funcdo das proteinas (Levine et al., 1990). As proteinas
contendo aminoacidos como argenina, histidina, metionina e cisteina parecem ser as mais

vulneraveis (Lobo et al., 2010). Os ataques aos aminoacidos que compdem as proteinas podem
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gerar danos como clivagens de ligagdes com ou sem geracdo de fragmentos e ligacoes
cruzadas, o que pode ter como consequéncia a perda de actividade enzimaética, dificuldades no
transporte activo através das membranas celulares, citolise e morte celular (Barreiros et al.,
2006).

Outros alvos susceptiveis de oxidacdo por EROs sdo o colesterol e os acidos gordos
polinsaturados presentes nas membranas celulares e organelares (Freeman e Crapo, 1982;
Barreiros et al., 2006). Os lipidos polinsaturados sdo altamente reactivos com radicais livres, e
podem formar peroxidos. Este processo pode tornar-se auto-catalitico apds o inicio e ira

produzir lipidos-perdxidos, lipidos-alcoois e produtos aldeidicos (Freeman e Crapo, 1982).

Os danos no ADN causados por EROs envolvem clivagem da ligacdo fosfodiéster, alteracdo
de ribose e oxidacdo das bases nitrogenadas. O acumulo de lesdes no ADN tem consequéncias
para a célula relacionadas com a mutagénese e carcinogénese (Barreiros et al., 2006). A
inducdo de mutagénese, o mais conhecido dos efeitos biolégicos da radiacdo, ocorre

principalmente devido a danos do ADN pelo radical HO'.

Os radicais livres afectam virtualmente todos os aspectos de existéncia bioldgica através de
reaccGes que em Ultima analise causam modificacGes estruturais, metabdlicas e do material
genético (Lobo et al., 2010). O stress oxidativo é considerado o evento celular importante em
muitos processos patoldgicos, sendo a hipdtese oxidativa, uma das mais atraentes na area

biomédica para explicar mecanismos moleculares de algumas doencas (Sorg, 2004).

2.5.3. PROTECCAO ANTIOXIDANTE

A exposicdo do organismo a radicais livres, provenientes de diversas fontes, levou o
organismo a desenvolver uma série de mecanismos de defesas para eliminar estes radicais
livres. Estas defesas foram a resposta da evolucdo a inevitabilidade da existéncia de radicais
de oxigénio em condicdes de vida aerobia (Ferreira e Abreu, 2007). As defesas antioxidantes
humanas podem ser divididas em dois grandes grupos (figura 8 e 9), enzimaticas e néo

enzimaticas (Carocho e Ferreira, 2013)
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Figura 8. Principais defesas antioxidantes endogenas da célula

Legenda: As defesas antioxidantes estdo representadas em rectangulos escuros e as enzimas
representadas em italico. EROs: anido superoxido (O," ), perdéxido de hidrogénio (H20,),
radical hidroxido (HO"), lipidos membranares (LH), radical lipidico (L"), radical peroxilo
(LOO") e lipido hidroperoxido (LOOH), éxido nitrico (NO°), alcotis (LOH). Defesas
antioxidantes: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPH-PXx),
glutationa redutase (GPH-R), glutationa (GSH), glutationa dissulfito (GS-SG), a- tocoferol ou
vitamina E (vit. E), radical de vitamina E (vit. E*), vitamina C (vit. C), radical de vitamina C
(vit. C*), ndo radical (R), radical (R+), S-nitrosoglutationa (GSNO).

Fonte: Ferreira e Abreu (2007)

As defesas antioxidantes enzimaticas sdo em grande nimero e encontram-se espalhadas por
todo o organismo, tanto no meio intracelular como no meio extracelular (Ferreira e Abreu,
2007). As defesas antioxidantes enzimaticas sdo divididas em, defesas primarias e secundarias.
As defesas primarias sdo compostas de trés enzimas importantes que neutralizam ou impedem
a formacéo de radicais livres: glutationa peroxidase (GPH-Px), que doa dois electrdes para
reduzir peroxidos e formando selendis e também elimina peroxidos, que sdo potenciais
substratos da reacgdo de Feton. A catalase (CAT), que converte o peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio molecular. Esta enzima possui uma das maiores taxas de conversdo até entdo
conhecidas pelo homem, chegando a processar por cada molécula de catalase, seis bilhdes de
moléculas de perdxido de hidrogenio. E finalmente, a superoxido dismutase (SOG) que



converte o anido superdxido em peroxido de hidrogénio, substrato para a catalase (Carocho e
Ferreira, 2013).

A defesa enzimatica secundaria inclui glutationa redutase (GPHR) e glucose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-P). A GPHR reduz glutationa (um antioxidante), da sua forma oxidada
para a forma reduzida, reciclando assim para continuar a neutralizar mais radicais livres. A
glicose-6-fosfato regenera NADPH (nicotinamida adenina fosfato de dinucledtido - coenzima
utilizada em reac¢6es anabdlicas), criando assim um ambiente de reducdo. Essas duas enzimas
ndo neutralizam radicais directamente, mas tém papéis de apoio para 0s outros antioxidantes
enddgenos (Carocho e Ferreira, 2013).

Os antioxidantes enddgenos ndo enziméticos incluem por exemplo compostos como a
vitamina A, cofactor enzimatico Q10, compostos de azoto (acido Urico) e péptido glutationa
(GSH). A vitamina A ou retinol é produzida no figado como resultado da quebra de R-
caroteno. H& uma duzia de formas de vitamina A que podem ser isoladas. Sabe-se que tem
beneficios importante para a pele, olhos e 6rgdos internos. O que Ihe confere actividade
antioxidante € a capacidade de se combinar com radicais peroxilados antes da propagacédo de
peroxidacdo de lipidos (Palace et al., 1999).

A coenzima Q10 esta presente em todas as células e membranas. Ela desempenha um papel
importante na cadeia respiratéria e em outros processos de metabolismo celular. A coenzima
Q10 actua impedindo a formacéo de radicais peroxilo lipidio, embora tenha sido relatado que
esta coenzima pode neutralizar esses radicais mesmo apds sua formacdo. Outra funcédo
importante é a capacidade de regenerar a vitamina E. Alguns autores descrevem esse processo
como sendo mais provavel do que a regeneracdo de vitamina E através do ascorbato (vitamina
C) (Turunen et al., 2004).

O é&cido urico € o produto final do metabolismo de nucleétidos de purina em humanos e,
durante a evolucdo, as suas concentracfes aumentaram. Apdés a filtracdo renal, 90% de acido
arico é reabsorvido pelo corpo, mostrando que tem funcdes importantes dentro do corpo. Na
verdade, o acido urico é conhecido por evitar a superproducdo de oxidantes oxo-heme que
resultam da reac¢do da hemoglobina com perdxidos. Por outro lado, também previne a lise de
eritrécitos pela peroxidacdo e € um potente eliminador de oxigénio atdmico e Radicais
hidroxilo (Kand'ar, et al., 2006).



A glutationa é um tripéptido enddgeno que protege as células contra radicais livres, quer

doando um atomo de hidrogénio ou um electrdo. Também é muito importante na regeneracao

Antioxidantes
I

[ ] Vitaminas e derivados
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Compostos
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protéico
- ’ Acidos fenélicos l
| Isoflavonéides || Flavonois || Flavonas ‘ I
| |
Acidos hidroxicinamico | Acidos hidroxibenzoico

Figura 9. Antioxidantes naturais separados em classes

Adaptado de Carocho e Ferreira (2013).

Apesar da sua notavel eficiéncia, o sistema antioxidante enddgeno ndo é suficientemente
eficiente para equilibrar os niveis de radicais livres produzidos no sistema bioldgico, dai que, o
organismo humano usa os antioxidantes naturais que estdo presentes na dieta humana para

manter a concentracao de EROs nos niveis minimos possiveis (Pietta, 2000).

O é&cido ascorbico (vitamina C) pode ser encontrado sob duas isoformas com potente
actividade antioxidante: acido L-ascorbico e acido L-dihidroascorbico. O acido ascorbico é
eficaz na eliminacdo de anido radical superdxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxilo,

oxigénio atémico e 6xido de azoto (Carocho e Ferreira, 2013).
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A vitamina E é composta por oito isoformas, com quatro tocoferois (a-tocoferol, g-tocoferol,
y-tocoferol e §-tocoferol) E quatro tocotrienois (a-tocotrienol, g-tocotrienol, y-tocotrienol e
6 -tocotrienol), sendo o « -tocoferol a mais potente e abundante isoforma em sistemas
bioldgicos. A vitamina E interrompe a peroxidacdo lipidica ao doar seu hidrogénio fenolico
aos radicais peroxilo formando radical tocoperoxilo que, apesar de serem radicais, ndo séo
reactivos e ndo podem continuar a cadeia da reaccdo oxidativa. A vitamina E é o Unico
principal antioxidante lipossolivel encontrado no plasma, celulas vermelhas e tecidos,
permitindo a proteccdo da integridade das estruturas lipidicas, principalmente a biomembrana.
A vitamina K € outro composto lipossolivel com propriedades antioxidantes, sendo
encontrado sob forma de duas isoformas, K1 e K2. A estrutura 1,4- protéico. naftaquinona
encontrada nesta vitamina é que lhe confere a actividade antioxidante, protegendo varios alvos
(Carocho e Ferreira, 2013).

Os flavondides, sdo um grupo de compostos antioxidantes constituidos por, flavonois,
flavandis, antocioninas, isoflavonoides, flavanonas e flavonas. Todos esses subgrupos de
compostos compartilham o mesmo esqueleto de difenilpropano (CsC3Cs). As propriedades
antioxidantes dos flavondides sdo conferidas pelos grupos hidroxilos fenolicos ligados as
estruturas do anel e podem actuar como agentes redutores, doadores de hidrogénio, extintores
de oxigénio atomico, eliminadores de radicais superoxido e até mesmo quelantes de metais.
Eles também activam enzimas antioxidantes, reduzem radicais de a-tocoferol (tocoferoxilos),
inibem as oxidases, atenuam o stress nitractivo e aumento dos niveis de &cido drico e de
moléculas de baixo molecular. Alguns dos mais importantes flavondides sdo catequina,

catequina-galato, quercetina e kaempferol (Prochazkova et al., 2011).

Os é&cidos fendlicos sdo compostos dos acidos hidroxicinamico e hidroxibenzdéico. Eles tém
actividade antioxidante como quelantes de metais e eliminadores de radicais livres com
impacto especial sobre radicais hidroxilo e peroxilo, anides superoxido e peroxinitritos. Um
dos compostos mais estudados e promissores no grupo dos acidos hidroxibenzoicos é acido
galico que também € o precursor de muitos taninos galicos, enquanto o acido cinamico é o

precursor de todos os acidos hidroxicindmicos (Krimmel et al., 2010).

Os carotendides sd&o um grupo de pigmentos naturais que sdo sintetizados por plantas e

microorganismos, mas nao por animais. Eles podem ser divididos em dois grandes grupos: 0s



hidrocarbonetos carotendides conhecidos como carotenos que contém grupos finais
especificos, como licopeno e f-caroteno, e 0s carotendides oxigenados conhecidos como
xantofilos, como zeaxantina e luteina. O principal efeito antioxidante dos carotendides €
devido a extingdo de oxigénio atomico. Os carotenoides tém ligacGes duplas conjugadas
dentro da sua estrutura e o Unico radical livre que é eliminado completamente por esses

pigmentos é o radical peroxilo (Paiva e Russell, 1999).



OBJECTIVOS

3.1.

3.2.

OBJECTIVO GERAL

e Avaliar a composicdo fitoquimica e actividade farmacologica dos extractos das
folhas e caule de Bridelia cathartica (Euphorbiaceae).

OBJECTIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os fenolicos totais, flavondides totais e taninos totais nos extractos das
folhas e caule de Bridelia cathartica;

Comparar o perfil de compostos fenolicos nos diferentes extractos de B. cathartica;
Determinar a actividade antioxidante dos extractos de Bridelia cathartica;

Determinar a actividade antibacteriana dos extractos de Bridelia cathartica.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COLECTA E PREPARACAO DO MATERIAL BOTANICO

As partes aéreas (folhas e caules) de B. cathartica foram colhidas nas dunas da Praia de
Macaneta, Distrito de Marracuene, Provincia de Maputo em Marco de 2014 e a identificacdo
da espécie foi feita por botanicos do Herbario do Departamento de Ciéncias Biologicas,
Faculdade de Ciéncias da Universidade Eduardo Mondlane por compara¢do com espécime
existente com voucher nimero 1772. Uma exsicata foi depositada na herboteca do Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica do ISCTEM (sem numero de registo), onde permaneceu como

material de referéncia de estudo.

O material para o estudo, foi submetido a secagem a temperatura ambiente por 90 dias ao
abrigo da luz excessiva, com controlo regular de perda de massa (ciclo de 15 dias), seguido de
reducdo do tamanho das particulas com um triturador de cereais (Kenwood 600) e a calibracédo
do po, por tdmis de 180 um de didmetro da malha. A conservacdo foi feita em um recipiente
de vidro &mbar hermeticamente fechado até a data de inicio de processos extractivos.

4.2. SOLVENTES E REAGENTES QUIMICOS

Todos o0s solventes e reagentes quimicos usados para extraccdo ou ensaios analiticos foram
adquiridos na sua forma pura em Laboratorios de referéncia a partir de fornecedores locais. O
etanol foi adquirido da Merck (RSA), n-hexano da Alpha Chemika (india), o acetato de etilo,
da L & T Diagnostics CC (RSA), reagente de Folin-Ciocalteu, da LNS Lab (RSA), o Nitrato
de amonio, da Sigma-Aldrich (Alemanha), carbonato de sddio, da Fluka Chemika (Suécia), o
acido ortofosforico, da Merck (RSA), o 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) da Sigma-Aldrich
(EUA), o cloreto de aluminio, da Merck (RSA) e placas cromatograficas (silica gel Fzs4), da
Merck (RSA).



4.3. PREPARACAO DOS EXTRACTOS

4.3.1. EXTRACCAO HIDROETANOLICA

O etanol a 70° GL foi preparado pela dilui¢do de etanol a 96° GL (Sigma, RSA) e o seu titulo
confirmado com recurso ao alcoémetro de Gay-Lussac. Em seguida, 50 Gramas do p6 de
caules ou das folhas de Bridelia cathartica foram extraidos sucessivamente por digestdo até
esgotamento com 500 mL de etanol 70° GL (EtOH) durante 5 dias com renovacéao diaria de
solvente (24 horas). Os extractos foram combinados e os marcos submetidos a duas lavagens
com 500 mL do mesmo solvente e posteriormente descartados. Os extractos resultantes foram
combinados (cerca de 3400 mL) e o extracto resultante filtrado por succdo com membrana
milipore e dividido em duas porc¢des (A e B). A por¢do ‘A’foi submetida a concentragdo no
rotavapor (BUCHI, Alemanha) a presséo reduzida a 50 °C até a obtencéo dos extractos brutos
secos, doravante designados de extracto bruto hidroetandlico de folhas (EBF) e extracto

hidroetandlico de caules (EBC) respectivamente.

4.3.2. EXTRACCAO SOLVENTE-SOLVENTE

A porgao ‘B’ do extracto hidroetanolico foi concentrada até ¥z do seu volume, e o extracto
resultante foi submetido a uma lavagem com n-hexano numa ampola de separacao de 500 mL
(5x200 mL) para remocdo de substancias de natureza gordurosa. A fraccdo aquosa foi
acidificada com solucdo de &cido metafosférico 2% (m/v) em presenca de sulfato de aménio
20 % até pH 5, depois transferido para uma ampola de separacdo de 500 mL e particionada

com acetato de etilo (AcOEt) até esgotamento (10x200 mL).

A fase organica resultante (AcOEt) foi tratada (para eliminacdo de tracos de 4gua) com uma
aliquota de sulfato de sédio anidro, filtrada com papel de filtro Whatman™ e transferida para
um bal&o de fundo redondo de 500 mL, concentrada a pressdo reduzida num rotavapor a 50 °C
até a obtencédo das fraccOes secas doravante designadas de fraccdo acetato de etilo de folhas

(FAEF) e fraccao acetato de etilo de caules (FAEC) respectivamente.



A porcdo apolar foi analisada quanto a presenca de compostos fenélicos por CCF analitica em
placa de silica gel Merck, 60 Fys4, revelada usando uma lampada UV 254/365 nm ou

pulverizada com reagente de Folin-Ciocalteu 10% v/v e solugédo de carbonato de sodio 7,5 %.

Os métodos de extraccao usados encontram-se descritos na figura 10 do esquema abaixo.
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4.4. FITOQUIMICA QUANTITATIVA

4.4.1. DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

Para a anélise dos extractos, 500 pL de cada extracto na concentracdo de 1 mg/mL preparados
em metanol, foram transferidos separadamente para tubos de ensaio. Seguidamente
adicionados 500 pL de reagente de Folin-Ciocalteu 10 % (v/v), agitados vigorosamente e
deixados em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de adicdo de 1 mL da
solucdo de carbonato de sodio 7,5 % (m/v) e 8 mL de adgua destilada, agitado por um minuto, e
uma posterior incubacédo (2 horas), seguido das leituras das medidas de absorcéo das solucdes

azuis formadas, usando um espectrofotometro UV/vis Shimazu 1601.

Todos os ensaios foram feitos em 3 réplicas e o teor de fendis calculado como média + desvio
padrdo da média e expressos em miligramas equivalente de acido galico (mgEAG) por grama
de extracto seco, calculados através da equacdo da curva de calibracdo (equacao 1) do padrédo
deste &cido, tracada usando a metodologia proposta por Waterhouse (2012) e Amorim et al.

(2012), com pequenas modificagdes.

A = 0,00483C + 0,0693; R?= 0,998 (1)

Onde, A — absorbancia, C — concentracdo (mg/L) e R? — quadrado de coeficiente de correlagdo
de Pearson.

Para preparacdo da curva de calibracdo, diluiu-se 100, 200, 300, 500 e 1000 uL de uma
solucéo stock de acido galico 50 mg/mL em 100 mL, adiciona-se agua destilada quantidade

que baste. Estas solugdes apresentam as concentracgdes de 50, 100, 150, 250 e 500 mg/L.

As solugdes da curva de calibracdo foram preparadas, pipetando-se uma aliquota de 20 ulL
para cuvetas separadas, adicionada 1,58 mL de agua destilada e 100 uL de reagente de Folin-

Ciocalteu e agitou-se vigorosamente com vortex, e deixadas em repouso por 10 minutos,



seguido de adi¢do de 300 pL de solugédo de carbonato de sodio 7.5 % (m/v/). Estas solugdes

contém o fenol (&cido gélico) nas concentracdes finais de 0,50 - 5,0 mg/L.

Apos 2 horas, as absorbancias das solugdes foram determinadas a 760 nm contra o branco e
plotadas contra concentracdes das solu¢bes. Todos os ensaios foram feitos em 3 réplicas, e as
médias usadas para a construcdo da curva de calibracdo por regressao linear, usando o

programa estatistico GraphPad Prisma 7.0

4.4.2. DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

500 uL de cada amostra, na concentracdo de 1 mg/mlL preparados em MetOH, foram
transferidos separadamente para tubos de ensaio. Seguidamente adicionados 500 pL da
solucdo metandlica do &cido acético 60 % (v/v), 2 mL da solugcdo metandlica de piridina 20
% (v/v), 1 mL da solucdo metandlica de reagente cloreto de aluminio 5 % (m/v) e 6 mL de
solucdo hidrometandlica 80 % (v/v). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por
30 minutos e as medidas de absorbancias lidas a 420 nm no espectrofotometro UV /vis
Shimazu 1601. Todos os ensaios foram feitos em 3 réplicas e os teores de flavonodides
calculados como média + desvio padrdo da média e expressos em miligramas equivalente de
rutina (mER) por grama de extracto seco, calculados através da equacdo da curva de
calibracdo do padrdo de rutina (equacdo 2), tracada usando a metodologia descrita por
Amorim et al. (2012).

A = 0,02188C + 0,03712; R?=0,9928 (2)

Onde, A4 — absorbancia, C — concentracdo (mg/L) e R? — quadrado de coeficiente de
correlagéo de Pearson.

A curva de calibracdo foi preparada usando aliquotas de 100-1000 uL da solugéo de rutina 100
pg/mL (solucdo metandlica), 500 pL de solucdo metandlica de acido acético 60 % (v/v), 2
mL de solucdo metanolica de piridina 20 % (v/v) e 1 mL de solucdo metandlica de cloreto de
aluminio 5 % (m/v) num baldo volumétrico de 10 mL. O volume final foi ajustado com

metanol 80 %. As concentragOes finais de rutina variavam de 1-10 pg/mL. Todos 0s ensaios



foram feitos em 3 réplicas e as médias usadas para a construgdo da curva de calibracdo com
recurso a regressao linear obtida no programa estatistico GraphPad Prisma 7.0.

4.4.3. DETERMINACAO DE TANINOS TOTAIS

4.4.3.1. DETERMINACAO DE TANINOS CONDENSADOS

Para a andlise de extractos, 2 mL de amostra foi misturada em um tubo de ensaio, com 5 mL
de solucéo acida-butanol com tragos de sulfato ferroso (77 mg de FeSO,.7H,0 em 500 mL de
butanol-HCI (5/2)). Os tubos foram postos em banho de agua a 95° C por 15 minutos. A
absorbancia foi lida a 530 nm num espectrofotometro UV /vis Shimazu 1601 e o resultado
expresso em miligrama equivalente de cianidin-3-glucosido (mgECya) por grama de extracto
seco. Todos os ensaios foram feitos em 3 réplicas e os taninos condensados calculados com

recurso a equacéo 3.

AxV «M=xV2
l+«Exvsxm

mgECya = 3)

Onde A é absorbancia da amostra a 530 nm; V é o volume total da reaccdo (7 mL); M é a
massa molar (g/mol) de cianidina-3-glucosido; V2 é o volume total do extracto (25 mL); [ é a
largura da cubeta (c¢cm); € € a absortividade molar (34.700 L/mol.cm); v é o volume do
extracto usado no ensaio (2 mL) e m é a massa do extracto (25 mg).

4.4.3.2. DETERMINACAO DE TANINOS HIDROLISAVEIS

Para analise de extractos, 5 mL de solucdo de iodato de potassio 2,5 % (m/v) previamente
aquecidos em banho de agua a 30°C por 7 minutos, foram misturados com 1 mL do extracto
ou fraccdo a 500 pg/mL (solugdo metandlica) e agitados. Os tubos foram incubados a 30° C
num banho de 4gua por 2 minutos e as suas absorbancias lidas a 550 nm num
espectrofotometro UV /vis Shimazu 1601. Todos os ensaios foram feitos em 3 réplicas e o teor

de taninos calculado e expresso em miligramas equivalente de &cido tanico (mgEAT) por



grama de extracto seco, calculados a partir da equacdo da curva de calibragdo (equacdo 4) do
padrdo de &cido tanico, tracada usando a metodologia descrita por Amorim et al. (2012).

A curva de calibragdo foi preparada usando aliquotas de 100-500 uL da solucdo do &cido
tanico 100 pg/mL (solucdo metanolica), 500 pL de solucdo de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 1
mL de solucdo metandlica de carbonato de sédio 7,5% (m/v), em baldes volumétricos de 10
mL, os volumes finais foram ajustados para 10 mL com &gua destilada. A concentracédo final
do &cido tanico varia de 1-5 pg/mL e as medidas de absorcao lidas a 760 nm. Todos 0s ensaios
foram feitos em 3 réplicas, as médias usadas para a construcdo da curva de calibracdo por

regressao linear, usando o programa estatistico GraphPad Prisma 7.0.

A = 0,07069C + 0,006466; R2 = 0,9922 4)

Onde, A — absorbancia, C — concentragdo (mg/L) e R?> — quadrado de coeficiente de
correlagédo de Pearson.

45. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1. REDUCAO DO IAO FERRICO (método de cianeto férrico)

O poder redutor dos extractos foi determinado pelo método descrito por Khaled-Khodja et al.
(2014) e Canabady-Rochelle et al. (2015) com minimas modificagdes. 1 mL de amostra ou de
padrdo quercetina a 500 pg/mL foi misturado com 2,5 mL de 200 mM de tampéo fosfato (pH
6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio 1 %. A mistura da reac¢édo foi incubada a 50° C por
20 minutos seguida de adicdo de 2,5 mL de acido tricloroacético 10 % e centrifugada a 3000
rpm por 10 minutos. 2,5 mL do sobrenadante foi misturado com 2,5 mL de dgua destilada e
500 uL de cloreto férrico 0,1 %. A absorbancia das amostras foi medida a 700 nm contra o
branco apropriado e estas comparadas com a absorbancia do padrdo quercetina (equacgéo 5).
Todos os ensaios foram feitos em trés réplicas e os valores foram apresentados como media +

desvio padrdo da média.



Ao a
Poder redutora (%) = 100 — TxlOO (5)

Onde, Ao — corresponde a solucéo azul da Prussia (59 uM) formado pelo padréo quercetina na
concentracdo de 500 uM medida nas mesmas condigdes que as das amostras. Aa —
absorbancia de amostra.

4.5.2. REDUCAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENICO

Para a analise das amostras, 500 pL de solugdes das amostras e do padrdo quercetina na
concentracdo de 500 ug/mL foram submetidas a reaccdo com reagente fosfomolibdénico (0,6
mM de &cido sulfurico, 20 mM de fosfato de sédio e 4 mM de molibdato de amoénio). Os
tubos sdo incubados por 90 minutos a 90 °C) e lidas a 695 nm em um espectrofotdmetro
UV /vis 1601 Shimadzu. As absorbéancias das amostras foram comparadas com as
absorbancias do padrdo quercetina nas mesmas concentracoes e condi¢fes de analise (Prieto et
al., 1999). Os resultados foram expressos na forma de actividade antioxidante relativo
(%AARquercetina), e os célculos foram realizados através da equacgéo 6. Todos 0s ensaios
foram feitos em trés réplicas e os valores foram apresentados como média + desvio padréo da

média.

Abs (amostra) — Abs (branco)
Abs (quercetina) — Abs (branco) x

%AARquercetina = 100 (6)

Onde %AAR corresponde a reducao do complexo fosfomolibdénico em percentagem de
quercetina.



4.5.3. REDUCAO DO RADICAL LIVRE DPPH

A actividade antioxidante das amostras (extracto ou controlo) foi determinada seguindo a
metodologia descrita por Do et al. (2014), com pequenas modificacdes.

5 mL duma solucdo de DPPH recentemente preparada a partir de dissolugéo de 6 mg de DPPH
em 50 mL de metanol (cerca de 300 pM) foram tratados com volumes variados (40-600 pL)
de amostras (EBC, FAEC, EBF, FAEF e quercetina) na concentracdo de 1 mg/mL, em baldes
volumétricos de 10 mL. Os volumes foram ajustados para 10 mL com metanol e as
concentragdes finais variaram de 2-30 pg/mL, incubadas por 20 minutos a temperatura
ambiente. O decréscimo de absorcéo foi medido a 517 nm e os dados usados para determinar
a percentagem de inibicdo com recurso a equagéo 7.

A solucdo controlo de DPPH foi preparada a partir de 5 mL de solugéo inicial (300 uM) e 5
mL de metanol, a sua absorcéo foi também medida a 517 nm usando-se metanol como branco.
As percentagens de inibicdo obtidas das diferentes diluicdes dos extractos, calculadas pela
equacéo 7 foram usadas para determinar os valores de ECsy nas amostras analisadas, plotando-
se a percentagem de inibicdo no eixo Y e diluigdo do extracto (ng/mL) no eixo X a partir da
curva exponencial da 1* ordem (Sousa et al., 2007) obtida com recurso ao programa estatistico
GraphPad Prisma 7.0, com um grau de significancia de 95%. O baixo valor de ECs €

indicativo de alta capacidade antioxidante de amostra (Zemmouri et al., 2014).

YoInibicio — Abs(controle) — Abs (amostra) 100 .
VITHDIea0 = Abs (controle) x (6)

Onde Inibicdo (%) — percentagem de inibi¢do; Absorbancia (controlo) — absorbancia de DPPH
na auséncia de amostra; Absorbancia (amostra) — absorbancia de DPPH na presenca de
amostra.



4.6. AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

A actividade antimicrobiana dos extractos foi avaliada pelo método de difusdo em disco,
seguindo a metodologia descrita por Klan¢nik et al. (2010) e Farjana et al. (2014) com
menores modificacbes. Foram usadas cinco estirpes de bactérias (gram negativas e gram
positivas) nomeadamente, Escherichia coli ATCC 25922 (gram negativa), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (gram negativa), Staphylococcus aureus ATCC 29213 (gram
positiva), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (gram positiva) e Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619 (gram positiva).

As cepas microbianas foram obtidas no Laboratorio de Microbiologia do Hospital Central de
Maputo (cortesia da Dra. Calvina Langa), e repicadas no caldo nutritivo contido em tubos de
ensaio e incubadas numa estufa bacteriologica a 37° C por 24 horas, padronizadas para a
turbidez de 0,5 na escala de Mcfarland em solugdo salina 0,9 %, por comparagéo visual com
tubo padréo contendo uma suspensdo padrdo de sulfato de bario equivalente a uma suspensao
de Escherichia coli contendo 1,5 x 108 células/mL.

Para o teste, 500 puL da suspenséo de cada microrganismo foi uniformemente espalhado numa
placa de Petri contendo agar de Muller Hinton usando uma zaragatoa estéril. Quatro discos de
papel estéreis de 6 mm de didmetro foram colocados (usando uma pinca estéril) e impregnados
com 10 pL de cada amostra nas concentraces que variavam de 50 pg a 2 mg (50, 100, 250,
500, 700, 1000 e 2000 pg/mL). O dimetilsulfoxido (DMSO) foi usando como solvente e
controlo negativo. A ciprofloxacina 5 pug ou gentamicina 10 pug foram usados como controlos
positivos. As placas foram incubadas numa estufa bacteriol6gica a 37° C por 24 horas. Todos
os ensaios foram feitos em 4 réplicas e a concentracdo inibitéria minima determinada como
sendo a minima concentracdo capaz de causar um halo (mm) ndo superior a 8 mm e nem
inferior a 7 mm. O critério adoptado para a classificagdo de actividade é proposto por Holetz
et al. (2002).



5. RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na determinacéo dos compostos fendlicos
totais, dos flavonoides totais, dos taninos hidrolisaveis e condensados dos extractos das folhas e
caules de Bridelia cathartica Bertol. Além disso, sdo ainda apresentados os resultados referentes
a capacidade antioxidante e a determinagdo da actividade antibacteriana de algumas estirpes
patogénicas gram positivas e gram negativas respectivamente. O tratamento estatistico foi feito
com recurso a Software GraphPad Prism 7.0. Todos os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo da média de trés repeticdes. As diferencas entre os grupos foram detectadas pelo
teste de t-student e pela anélise de variancia (one way-ANOVA), seguido do teste de Brown-

Forsythe. As diferencas foram consideradas significativas para o valor de p <0,05.

O teor em fendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e os resultados expressos
em termos de miligrama-equivalente do acido gélico (mgEAG) por cada grama de extracto seco,
os flavondides totais foram determinados pelo método de complexagdo com cloreto de aluminio e
0s seus resultados expressos em termos de miligrama-equivalente de rutina (mgER) por cada
grama de extracto seco. Os taninos foram determinados pelo método de iodato de potéassio
(taninos hidrolisaveis) e método de acido-butanol (taninos condensados) e 0s seus resultados
expressos como miligrama-equivalente de acido tanico (mgEAT) por grama de extracto seco e
miligrama-equivalente de cianidina-3-glucésido (mgECya) por grama de extracto seco para
taninos hidrolisaveis e condensados respectivamente e os resultados encontram-se resumidos na
tabela VII.

A capacidade antioxidante foi determinada com recurso aos métodos de reducédo de ido férrico e
reducdo do complexo fosfomolibdénico, expressa em termos de percentagem relativa calculada
em funcdo do padrdo quercetina (flavondide), a qual foi atribuido a actividade maxima de 100 %.
Enquanto no método de sequestro do radical livre DPPH, foi expressa em termos de concentracao
eficiente (ECsp), que expressa a concentragdo minima do extracto capaz de reduzir a
concentracdo inicial de DPPH até 50 %, determinada a partir da curva dose-resposta

(concentracéo do extracto versus percentagem de reducdo de DPPH, como mostrado na figura 13.



5.1. FITOQUIMICA QUANTITATIVA DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os resultados fitoquimicos quantitativos de fenolicos de folhas e caule de Bridelia cathartica
Bertol estdo sumarizados na tabela VII. Nas figuras 1le 12 estdo representadas as curvas de
calibrag&o de &cido gélico, rutina e 4cido tanico respectivamente.

Tabela VII. Fitoquimica dos extractos de folhas e caules de B. Cathartica Bertol

Amostra  Fenois Totais Flavondides Taninos Taninos
(mgEAG/g) (mgER/g) Hidrolisaveis Condensados
(mgEAT/g)  (mgECya/g)
EBC 429,114 + 05,975° 0,495 +0,077% 1,431 + 0,085% 35,814 + 0,351°
EBF 427,527 + 10.406% 5,187 + 0,096° 1,507 + 0,085% 48,020 + 0,062"
FAEC 435,090 + 15,507¢ 4,433 +0,057¢ 1,943 + 0,069" 34,903 + 0,432°
FAEF 436,970 + 15,310° 25,531 + 0,106d 2,688 + 0,100° 65,293 + 0,577¢

Legenda: EBC - extracto bruto hidroetandlico de caules; EBF - extracto bruto hidroetan6lico das
folhas; FAEC - fraccdo acetato de etilo do extracto bruto hidroetandlico de caules; FAEF -
fraccdo acetato de etilo do extracto bruto hidroetanodlico das folhas; mgEAG /g - miligrama
equivalente de &cido galico por grama de extracto seco; mgER/g - miligrama equivalente de
rutina por grama de extracto seco; mgEAT /g - miligrama equivalente do &cido tanico por grama
de extracto seco; mgECya/g - miligrama equivalente de cianidina-3-glucosido por grama de
extracto seca. As méedias com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para o valor
de p < 0,05.
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Figura 11. Curva de calibragdo do &cido galico (a) e de rutina (b)

Legenda: Onde, X — concentracdo (mg/L) e R®> — quadrado de coeficiente de correlacdo de
Pearson.
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Figura 12. Curva de calibracéo do acido tanico

Legenda: Onde, X — concentragdo (mg/L) e R? — quadrado de coeficiente de correlagdo de
Pearson.



5.2. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

No presente estudo, os extractos de Bridelia cathartica foram usados como fonte de substancias
bioactivas e 0s seus potenciais antioxidantes e 0s respectivos teores foram quantificados e estéo
sumarizados na tabela VIII. Os dados apresentados neste estudo demonstram que os extractos de
Bridelia cathartica possuem propriedades antioxidantes, facto que sugere um possivel efeito
protector in vivo de preparados de B. cathartica contra lesdes oxidativas causadas por radicais

livres ou EROs que ocorrem em diferentes condi¢fes patoldgicas.

Tabela VVIII. Actividade Antioxidante de Bridelia cathartica Bertol

Amostra Método DPPH Método Poder redutor
(EC50,pg/mlL) Fosfomolibdénico (%)
(%)

EBC 10,45 + 0,412 42,36 +0,07° 89,56 + 0,76°
EBF 3,63+0,12° 57,88 + 0,57° 40,00 + 0,98°
FAEC 14,60 + 0,06° 45,98 +0,19° 110,40 + 1,02°
FAEF 4,93 + 0,44° 50,51 + 0,08° 47,51 +0,12°
Quercetina 1,50 + 0,03 100,00 + 0,00 100,00 + 0,0000

Legenda: DPPH — radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, EC50 — concentracdo eficiente em
wg/mL; %AAT — actividade antioxidante total em percentagens de quercetina; %PRPFe**poder
redutor dos extractos face ao ido férrico em percentagens de quercetina. As médias com a mesma
letra ndo apresentam diferencas significativas para o valor de p < 0,05.



EBC

FAEF

FAEC

.

Quercetina

% de eliminacdo de DPPH

pug/mL

Figura 13. Curvas dose-resposta do ensaio com DPPH

Legenda: EBC - extracto bruto hidroetandlico de caules; EBF - extracto bruto hidroetanélico das
folhas; FAEC - fraccdo acetato de etilo do extracto bruto hidroetandlico de caules; FAEF -
fraccdo acetato de etilo do extracto bruto hidroetandlico das folhas de B. cathartica. A quercetina
é uma substéancia de referéncia que foi usada como padréo positivo.

5.3. ACTIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados da actividade antimicrobiana realizada no presente trabalho estdo sumarizados na
tabela IX, onde estdo apresentadas as concentracdes inibitdrias minimasdos extractos de caule e
folhas de B. Cathartica.

Tabela 1 X. CIM dos Extractos de Caules e Folhas de B. Cathartica

Actividade Antimicrobiana (MIC, ug/mlL)

Amostra E. coli P. aeruginosa S. aureus E. faecalis  S. pneumoniae
EBF >300 300 >1000 >1000* >1000*
EBC >300 >250 500 >1000* >1000*
FAEF >300 >1000 250 >1000* >1000*
FAEC >250 >250 >250 >1000* >1000*

Legenda: EBC - extracto bruto hidroetandélico de caules; EBF - extracto bruto hidroetandlico das
folhas; FAEC - fraccdo acetato de etilo do extracto bruto hidroetandlico de caules; FAEF -
fraccdo acetato de etilo do extracto bruto hidroetanolico das folhas de B. cathartica. MIC —
concentragdo inibitéria minima em pg/mL. *Extractos considerados inactivos para as estirpes
testes.



6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O grande progresso cientifico e tecnologico decorrente do avanco das ciéncias farmacéuticas e
médicas no que refere ao tratamento das doencas infecciosas e cancerigenas ainda apresenta
varias dificuldades em termos de estratégia terapéutica, uma vez que as alternativas existentes
geralmente estdo baseadas na combinacdo de dois ou mais quimioterdpicos ou na utilizagdo
destes associados a radioterapia para o caso de doencas cancerigenas. Entretanto esta abordagem
clinica esta frequentemente associada a elevada toxicidade para o organismo, para além de causar
mecanismos de resisténcia microbiana aos antibidticos. Desta forma tornou-se imperativo a busca
constante de novas alternativas terapéuticas que possam modificar este panorama adverso. Dentro
deste contexto o presente trabalho teve como principais metas a caracterizacao fitoquimica (perfil
fenolico), antibacteriana e antioxidante de diferentes extractos de Bridelia cathartica Bertol.

A facilidade das reaccles, eficiéncia dos métodos, numero de citagbes bibliograficas e
disponibilidade dos equipamentos e reagentes foram os critérios de seleccdo usados para a
escolha dos métodos aplicados no presente trabalho de pesquisa. Os métodos de Folin-Ciocalteu
e de complexacdo com cloreto de aluminio foram usados para estimar o contetido de fendis totais
e de flavonoides totais respectivamente. Os métodos de iodato de potéssio e de reagente acido-n-

butanol foram usados para estimar os taninos hidrolisaveis e condensados respectivamente.

Os métodos de reducdo do ido férrico, reducdo do acido fosfomolibdénico e sequestro do radical
livre DPPH foram usados na determinacdo da actividade antioxidante. Finalmente o método de
difusdo em disco sobre cultura de agar, usado para a avaliacdo da actividade antibacteriana dos

extractos hidroetandlicos e fracgdes acetato de etilo das folhas e caule de B. cathartica Bertol.

Os métodos de regressdo linear e de decaimento exponencial (primeira ordem) foram
imprescindiveis para a previsdo e formulagdo de equagdes referentes aos mais diversos
fendbmenos aqui estudados, com destaque para a determinagdo da concentracdo eficiente das
amostras ECs (quantidade de antioxidante necessaria para reduzir até 50% a concentragdo inicial
de DPPH) durante a reducdo do radical livre DPPH e das equagdes das curvas de calibracdo dos
diferentes padrdes ora utilizados.



As plantas tém sido uma rica fonte para obtencdo de moléculas para serem exploradas
terapeuticamente. Muitas substancias isoladas de plantas continuam sendo fontes de
medicamentos e o0 interesse da pesquisa nesta area tem aumentado nos Gltimos anos. A pesquisa
fitoquimica busca conhecer os constituintes quimicos das plantas ou conhecer o grupo de

metabolitos secundarios relevantes nas mesmas.

As analises fitoquimicas fornecem informacbes relevantes da presenca de metabodlitos
secundarios nas plantas, para que assim possa chegar ao isolamento de principios activos
importantes na producdo de novos fitoterapicos. Entre as classes de principios activos vegetais
podemos citar 0os metabdlitos secundarios: alcaldides, cumarinas, terpenos e esteroides,
glicosidos cardioactivos, lignanas, saponinas, compostos fendlicos (&cidos fendlicos, flavonoides
e taninos), estes ultimos fordo objecto deste estudo.

Os dados da literatura mostram que algumas espécies do género Bridelia foram intensamente
estudadas em termos quimico e bioldgico e apresentam uma grande diversidade de substancias
com estruturas totalmente diferenciadas e estas foram vérias vezes reportadas por diferentes
autores (Pegel e Rogers, 1968; Bates et al., 1990; Boonyaratavej et al., 1992; Rashid et al., 2000;
Ramesha et al., 2001; Tsai et al., 2003; Bessong et al., 2006; Green et al., 2011).

Em estudos quimicos, a literatura demonstra de forma exaustiva a ocorréncia de diferentes
substancias como terpenos, fendis simples, flavonoides, taninos, ligninas, neoligninas e outras
com propriedades terapéuticas interessantes que foram encontradas nas diferentes espécies do
género Bridelia (Rashid et al., 2000; Sueyoshi et al., 2008; Ngueyema et al., (2009).
Notoriamente, das espécies estudadas, a menos citada sob ponto de vista quimico e biolégico é a
Bridelia cathartica.

Vaérios estudos tém descrito o poder redutor dos compostos fenolicos presentes em varias
espéecies vegetais, correlacionando-os com a capacidade de sequestro de radicais livres
produzidos em varios processos patolégicos no biossistema humano ou animal (Gordon, 1996;
Pooja & Sunita, 2014), dessa forma a quantificacdo de fenois em vegetais € Gtil para atribuir-lhes
essas propriedades funcionais. No presente estudo, a detecgdo de compostos fendlicos nas folhas
e caules de Bridelia cathartica ficou evidenciada pela avaliacdo dos extractos brutos

hidroetandlicos e acetato de etilo das partes aéreas (folhas e caules) com recurso a CCF sobre



placas de silica gel Merk Fas4 € 0s cromatogramas revelados com a solugbes de Folin-Ciocalteu
10 % em meio basico, onde ficou evidenciado o desenvolvimento de algumas manchas azuis, o
que dava indicacdo de presenca de compostos fendlicos. A presenca destes compostos nos
extractos estudados, motivou a quantificacdo dos mesmos, pois, a sua ocorréncia levantava

expectativas da sua possivel correlagdo com possivel actividade antioxidante e antibacteriana.

6.1. CONTEUDO FENOLICO

Compostos fendlicos, como taninos, flavonodides e outros sdo considerados o0s principais
constituintes quimicos que contribuem significativamente para a capacidade antioxidante de
amostras vegetais. Algumas das diferentes actividades biologicas das plantas, como a actividade

antibacteriana também podem estar relacionadas com os compostos fenolicos.

Embora o método usado para a determinacdo de fendis totais possa sofrer interferéncia com
outros antioxidantes como acido ascérbico, aminas aromaticas, dioxido de enxofre, entre outros
(Prior et al., 2005), este é sem duavidas o método de escolha por varios autores para a
quantificacdo de conteudos fenolicos de amostras vegetais medicinais ou nutricionais (Awah et
al., 2012; Gurnani et al, 2015).

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos de extrema importancia bioldgica e
diversificados. A maioria dos flavondides tem 15 dtomos de carbono e consistem em dois anéis
fenolicos ligados por uma cadeia de trés atomos de carbono formando um composto triciclico
(Amorim et al., 2012). O catido aluminio (AI*") reage com flavondides contidos na amostra
formando um complexo estavel de flavonoide - AI** de coloragdo amarela. A intensidade da cor é
directamente proporcional a concentracdo de flavondides. A reac¢do dos flavondides com cloreto
de aluminio conduz a uma mudanga batocromica e intensificagdo na absor¢do no espectro UV/vis
que pode ser medida sem a influéncia de outros compostos fendlicos presentes na amostra
(Amorim et al., 2012). A intensidade da coloragéo é directamente proporcional a concentracdo de
flavonoides contidos na amostra e pode ser quantificada espectrofotometricamente num maximo
de 420 nm.



Os taninos vegetais tém sido quantificados por diversos tipos de ensaios, como precipitacdo de
metais ou proteinas e por métodos colorimétricos, sendo esses Ultimos mais comuns. Os métodos
mais apropriados para determinacéo de taninos séo os de precipitacdo com proteinas (Monteiro et
al., 2005). Alguns ensaios colorimétricos sdo usados para quantificar grupos de taninos
especificos, muito embora estes métodos sejam amplamente usados para analisar taninos de uma
maneira geral, como no caso de taninos hidrolisaveis, eles detectam somente grupos galoilo e

hexaidroxidifendis (Mueller-Harvey, 2001).

Para quantificar taninos condensados os métodos mais utilizados sdo o butanol-HCI e a vanilina
(Yu e Dahlgren, 2000). De acordo com Schofield et al. (2000), o método vanilina depende da
reaccdo da vanilina com os taninos condensados para formacdo de complexos coloridos. O
sucesso deste ensaio depende do tipo do solvente usado, da concentracdo e natureza do acido, do
tempo da reaccdo, temperatura e concentracdo da vanilina. O maior problema para 0 método
vanilina parece ser a reactividade de subunidades de polimeros de taninos, o que caracteriza a
falta de especificidade para taninos condensados. A raiz das dificuldades analiticas esta na

complexidade e variabilidade das estruturas dos taninos condensados (Schofield et al., 2001).

Em ensaios colorimétricos, o0 método mais apropriado para a reaccdo com galotaninos e
elagitaninos é o0 método KlOs, sendo o método especifico para ésteres de acido galico (Wilson e
Hagerman, 1990). Em espécies de Acer, a reac¢do do reagente-KIO3 produz com galo e

elagitaninos um complexo de coloracdo rosa.

Mueller-Harvey (Wilson e Hagerman, 1990) acrescentou que para misturas complexas de taninos
este ensaio ndo é vidvel por formar uma reaccdo marrom antes da rosa e ser extremamente
dependente da temperatura e duracdo da reaccdo. Willis e Allen (Willis e Allen, 1998)
introduziram modifica¢cbes no método K1O3. Recomendaram a investigacdo de um tempo 6ptimo
de reaccdo (dependendo de cada espécie estudada) e que ndo é necessario o resfriamento das
amostras para o0 teste, como se acreditava. Por essas moléculas apresentarem uma grande
variabilidade de estruturas, tanto em taninos condensados como hidrolisaveis, alta reactividade de
suas subunidades com materiais oxidativos e complexacdo com macromoléculas, o processo de

isolamento, identificagdo e quantificacdo torna-se bastante complexo.



Os resultados do conteudo de fendlicos totais, flavonoides totais e taninos dos extractos de
Bridelia cathartica encontram-se apresentados na Tabela VII. Todas as amostras apresentaram
quantidades relevantes de fenolicos totais (EBC: 429,114 + 5,975 mgEAG/g, EBF: 427,527
+10,406 mgeEAG/g, FAEC: 435,090 + 15,507 mgEAG/g e FAEF: 436,970 + 15,310 mgeEAG/Q).
A andlise estatistica (p <0,05) ndo mostrou diferencas significativas de contetdo de fendlicos
para todas as amostras analisadas. A particdo com acetato de etilo ndo causa nenhuma variagao

significativa dos compostos fendlicos nos extractos EBC e EBF.

Foram encontradas diferencas significativas (p <0,05) nos contetidos de flavondides para todas as
amostras avaliadas. O valor mais alto foi experimentado pela fraccdo FAEF (25,531+ 0,106
mgER/g), enquanto o valor mais baixo foi encontrado no extracto EBC (0,495 + 0,077 mgER/qg).
A particdo com acetato de etilo mostrou um aumento significativo (p <0,05) no conteudo de
flavonoides. Para a amostra dos caules, ocorreu um aumento de 0,495 + 0,077 mgRE/g (EBC)
para 4,433 + 0,057 mgER/g (FAEC). Para a amostra de folhas, o contetdo de flavonoides
aumentou de 5,187 £+ 0,096 mgER/g (EBF) para 25,531 + 0,106 mgER/g (FAEF).

Para os taninos hidrolisaveis, os valores encontrados para os extractos brutos foram de 1,431 +
0,085 e 1,507 + 0,085 mgEAT/g para as amostras EBC e EBF respectivamente. Enquanto para o0s
taninos condensados as mesmas amostras apresentaram os conteddos em taninos de 35,814 *
0,351 mgECyag™ (EBC) e 48,020 + 0,062 mgECyag™ (EBF). Ndo foram encontradas diferencas
significativas do conteddo de taninos hidrolisaveis (p <0,05) entre os extractos brutos
hidroetanodlicos (EBC e EBF). Diferengas significativas foram observadas entre os extractos
brutos com as suas respectivas fraccdes. Observou-se um ligeiro aumento de contetdo de taninos
hidrolisaveis de 1,431 + 0,085 mgEAT/g (EBC) para 1,943 + 0,069 mgeEAT/g (FAEC) e de 1,507
+ 0,085 mg TAE/g (EBF) para 2,688 + 0,100 mg TAE / g (FAEF). Os taninos condensados
mostraram diferencas significativas nas duas amostras (p <0,05). O valor mais alto foi exibido
pela amostra de folhas (EBF: 48,020 + 0,062 mgECya/g e FAEF: 65,296 + 0,577 mgECya/qg).

Os elevados teores de fenois encontrados neste estudo podem sugerir uma possivel actividade
antioxidante dos extractos de Bridelia cathartica, uma vez que esta actividade geralmente esta
ligada ao contetido fendlico dos extractos. Por essa razdo, varios estudos avaliam a relagéo entre a
actividade antioxidante dos produtos vegetais com o seu contedo fendlico. Dentro de alguns

estudos esta correlagédo foi encontrada (Zemmouri et al., 2014).



6.2. ACTIVIDADE FARMACOLOGICA IN VITRO

Compostos fenolicos como flavonodides, taninos e outros sdo considerados principais
contribuintes para a capacidade antioxidante e antimicrobiana de diversas plantas medicinais, dai,
0 crescente interesse em busca de tais substancias a partir de fontes naturais. Evidéncias
epidemioldgicas crescentes do papel de alimentos antioxidantes na prevencdo de certas doencas
tém conduzido ao desenvolvimento de grande nimero de métodos para determinacdo da
capacidade antioxidante (Rufino et al., 2007). No presente estudo, diferentes extractos de
Bridelia cathartica foram usados como fonte de substancias bioactivas e 0s seus potenciais

antioxidantes e antibacterianos foram quantificados.

Assim sendo, varios métodos sdo usados para a determinagdo das propriedades antioxidantes de
amostras vegetais (Alam et al., 2013) onde se pode citar, captura do radical livre DPPH (DPPH
scavenging activity), degradacdo de perdxido de hidrogénio (Hydrogen peroxide scavenging
assay), sequestro de Oxido nitrico (Nitric oxide scavenging activity), sequestro do radical
peroxinitrito (Peroxynitrite radical scavenging activity), ensaio TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity), ensaio TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter), ensaio FRAP
(Ferric reducing-antioxidant power assay), actividade sequestradora de radicais superoxido
(Superoxide radical scavenging activity (SOD), actividade sequestradora de radicais hidroxilo
(Hydroxyl radical scavenging activity), ensaio HORAC (Hydroxyl radical averting capacity
method), ensaio ORAC (Oxygen radical absorbance capacity Method), método de reducdo do
complexo fosfomolibdénico (Phosphomolybdenum method), método de tiocianato férrico (Ferric
thiocyanate (FTC) method), método do acido tiobarbiturico (Thiobarbituric acid (TBA) method),
método DMPD (N,N-dimethyl-p-phenylene diamine dihydrochloride method), método de xantina
oxidase (Xanthine oxidase method), método de estimativa de glutationa reduzida (Reduced
glutathione (GSH) estimation), ensaio LDL (LDL assay) (Alam, 2013), entre outros. No presente
trabalho foram eleitos trés métodos, nomeadamente captura do radical livre DPPH, método de

reducdo do complexo fosfomelibdénico e o0 método de cianeto férrico.



6.2.1. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

O poder de reducdo de extractos vegetais esta associado a actividade antioxidante e pode servir
de reflexo significativo da actividade antioxidante de amostras testadas. Os compostos com
potenciais redutores indicam a sua disponibilidade em doar electrbes e podem reduzirem

intermediarios de biomoléculas como lipidos num estado oxidado (Jayanthi & Lalitha, 2011).

O ensaio de reducdo do ido férrico, cujo mecanismo quimico é mostrado na figura 14 é um dos
métodos usados na determinacdo da capacidade antioxidante dos extractos vegetais ou
substancias puras. Baseia-se no aumento de absorbancia da mistura reaccional entre 0s reagentes
e 0s compostos antioxidantes presentes na amostra. O aumento da absorbancia da mistura da
reaccdo indica o poder de reducdo das amostras. Neste método, os compostos antioxidantes
reduzem o ido férrico formando ibes ferrosos. Estes por sua vez, reagem com cloreto férrico
formando um complexo azul prussiano que absorve a 700 nm (Alam et al., 2013). A capacidade
antioxidante foi calculada em relacdo ao padrdo quercetina, contrariamente ao método proposto
por Canabady-Rochelle et al. (2015) em que usa o acido ascorbico como substancia de referéncia
positiva. A quercetina foi atribuida uma capacidade antioxidante de 100 % e o resultado de poder

redutor foi expresso em percentagem (%).

2Fe(CN)g> + C15H1007 — 2Fe(CN)g* + C1sHgO; + 2H*

Ferricianeto Quercetina Ferrocianeto Quinona
derivado de quercetina

3Fe(CN)g* + 4Fe*— Fe,[(CN)gl;
140 férrico Azul Prussiano
(700 nm)

Figura 14. Quimica envolvida na determinacdo de poder redutor dos antioxidantes

O valor de absorbancia da solugdo (Ao) azul prussiano foi determinado a uma concentracéo
teodrica de 59 uM, correspondente a uma concentragdo de quercetina de 88,5 uM (1 mol de azul
prussiano é produzido por 3/2 mol de quercetina). Assim, a absorbancia das amostras medida a

700 nm foi comparada com a absorbéncia da solugdo azul prussiano produzida



experimentalmente pela reaccdo de quercetina 88,5 uM com excesso de ferricianeto e ides

férrico.

Todas as amostras analisadas demonstraram uma capacidade redutora e apresentaram diferencas
significativas entre si (p <0,05). Os valores mais altos foram experimentados pelo extracto EBC
(89,56 + 0,76 %) e pela respectiva fraccdo FAEC (110,40 £ 1,02 %), sendo esta, amostra que
apresentou um poder de reducdo maior que a do padréo de referéncia (quercetina). A particéo
com acetato de etilo mostrou um aumento significativo (p <0,05) do poder redutor das duas
amostras analisadas (caules e folhas). Para a amostra de caules, ocorreu um aumento de poder
redutor de 89,56 £+ 0,76 % (EBC) para 110,40 + 1,02 % (FAEC). Para a amostra de folhas, o
poder redutor aumentou de 40,00 + 0,98 % (EBF) para 47,51 £ 0,12 % (FAEF). Em geral, a

amostra de caules experimentou maior capacidade redutora em relacdo a amostra de folhas.

Khaled-Khodja et al. (2014) determinaram o poder redutor dos extractos metandlicos de Ajuga
iva, Marrubium vulgare; Mentha pulegium e Teucrium polium e expressaram o resultado em
equivalente de &cido ascérbico (mg/g) e equivalente de quercetina (mg/g) e encontraram uma
correlacdo entre o aumento da concentracdo com 0 aumento da capacidade antioxidante dos
extractos. A mesma correlacdo foi encontrada por Jayanthi e Lalitha (2011) durante o estudo de
poder redutor dos extractos de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms em diferentes solventes (éter

dietilico, acetato de etilo, acetona e extracto aquoso).

A concentracdo inicial de trabalho para amostras em estudo foi de 500 ug/mL, alcangando a
concentracdo final no meio reaccional de cerca de 27 pg/mL, 0 que significa que se aumentasse
a concentracdo final dos extractos, poderia provocar um aumento de poder redutor (Bhandari e
Kawabata, 2004). Os dados encontrados no presente estudo dao indicacédo da possibilidade de uso
de preparados de B. cathartica para a reducdo dos niveis de ferro no organismo, pois, a presenca
de i0es ferroso no organismo podem induzir a producgédo do radical hidroxilo, espécie altamente
reactiva (ty, igual a 1x10° s), formada através da reaccéo de Feton (equacéo 6), responsavel pela
oxidacdo de ADN, modificacdo de proteinas, peroxidacdo de lipidos, etc. (Carocho e Ferreira,
2013).

O método de fosfomelibdénio ou ensaio da capacidade antioxidante total, ¢ um método usado na

determinacdo quantitativa da capacidade antioxidante através da formacdo de complexo



fosfomolibdénico verde. O ensaio baseia-se na reducao de molibdénio (V1) a molibdénio (V) por
antioxidantes presentes na amostra e subsequente formacdo da cor verde do complexo
fosfomolibdénico (V) a pH acido (Prieto et al., 2013). A cor verde produzida absorve a um
comprimento de onda mé&ximo de 695 nm e portanto pode ser determinada
espectrofotometricamente. Todas as amostras analisadas demonstraram uma capacidade
antioxidante revelada pela formacéo, no meio reaccional, da coloragdo esverdeada do complexo
fosfomolibénico (V). Todas as amostras apresentaram diferencas significativas entre si (p <0,05).
Os valores mais altos foram encontrados no extracto EBF (57,88 £ 0,57 %) e na respectiva
fraccdo FAEF (50,51 + 0,08 %). A particdo com acetato de etilo mostrou um aumento
significativo (p <0,05) da capacidade antioxidante para a amostra de caules, de 42,36 + 0,07 %
(EBC) para 45,98 * 0,19%, e uma redugéo da actividade antioxidante na amostra de folhas, de
57,88 + 0,57 (EBF) para 50,51 + 0,08 (FAEF).

O modelo para avaliagdo da actividade antioxidante utilizando DPPH, cujo mecanismo quimico é
mostrado na figura 15, é baseado na capacidade deste radical em reagir com substancias doadoras
de hidrogénio atémico (H) incluindo compostos fenolicos. A deslocalizacdo do electrdo na
molécula de DPPH déa origem a cor violeta escura, que absorve na banda de cerca de 517 nm
(Alam et al., 2013) e que por ac¢ao de um antioxidante (RH) ou uma espécie radicalar (R¢), muda
para coloracdo amarela, com consequente decaimento da absor¢do, podendo a mesma ser assim
monitorada espectrofotometricamente (Sousa et al., 2007; Alam et al., 2013). Dessa forma foram
determinadas as percentagens de inibicdo de diferentes diluicbes das amostras que posteriormente
foram usados para a determinacdo da curva dose-resposta, a qual possibilitou o célculo de

concentracgéo eficiente.

Todas as amostras analisadas demonstraram uma capacidade redutora do radical livre DPPH e
apresentaram diferencas significativas entre si (p <0,05). O menor valor de CEsy (ug/mL) e
portanto, maior capacidade de sequestro de radical livre DPPH foi encontrado para extracto EBF
(3,63 £ 0,12 ug/mlL) e pela respectiva fraccdo FAEF (4,93 + 0,44 ug/mlL). A particdo com
acetato de etilo mostrou um aumento significativo (p <0,05) do valor da CEso das duas amostras
analisadas (caules e folhas). Para a amostra do caules, ocorreu um aumento do valor de CEs de
10,45 £ 0,41 ug/mL (EBC) para 14,60 + 0,06 ug/mL (FAEC). Enquanto, para a amostra de
folhas, o valor de ECs variou de 3,63 + 0,12 ug/mlL (EBF) para 4,93 = 0,44 ug/mL (FAEF).



Esta queda de poder de sequestro dos extractos pode ser um indicativo de presenca de algumas
substancias nos extractos brutos com capacidade redutora que ndo tenham afinidade com acetato

de etilo, ndo tendo sido assim separados durante a parti¢do liquido-liquido com acetato de etilo.

NO, NO,
N +HR —> N + R
® - ® - -

O,N

(72)

(71)

D'PPH (winleta) DEFH (amareln)

Figura 15. Equacéo da reacgdo do DPPH+ com substancia antioxidante HR

Em geral, os resultados dos testes da actividade antioxidante mostram haverem diferengas
significativas em todos os parametros avaliados, entre, EBC versus EBF; FAEC versus FAEF;
EBC versus FAEC; EBF versus FAEF. A analise de variancia entre os grupos com pacote
ANOVA (p <0,05) também mostrou haver diferencas significativas entre as médias das variaveis

estudadas.

A partir dos graficos dose-resposta do teste com DPPH, é possivel observar que a actividade
sequestradora de radical livre DPPH é concentracdo-dependente. Ou seja, quanto maior for a

concentracdo, maior é a percentagem de inibicéo.

A andlise dos resultados mostra que as duas amostras (folhas e caules) sdo dotadas de
propriedades antioxidantes interessantes, onde a amostra de folhas mostra-se mais activa nos
testes de sequestro de radicais livres DPPH e de reducdo do complexo fosfomolibdénico,

enguanto a amostra de caule mostrou possuir maior poder redutor do ido férrico.

A capacidade antioxidante da substancia padrdo (quercetina) € maior que a dos extractos (ECso=
1,495 + 0,029 pg/mL), apesar de ter exibido um menor poder redutor do ido férrico em

comparagao com o extracto EBC (110,40 + 1,02 %).
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Estudos fitoquimicos quantitativos mostraram presenca de maiores teores de substancias de
natureza fendlica em todas as amostras, ndo havendo diferencas significativas da sua ocorréncia
em termos totais, diferindo entre si na sua distribuicdo em termos de grupos quimicos. Estas
diferencas ditam provavelmente o diferenciado poder antioxidante exibido por cada amostra ora
analisada. Desta forma, a actividade antioxidante das folhas e caule de Bridelia cathartica ficou
evidenciada, o que pode suportar os relatos de usos desta planta como agente antimicrobiano e

anti-inflamatorio.

Os estudos fitoquimicos das espécies de algumas espécies do género Bridelia levaram a
identificacdo de um grande numero de polifendis, triterpenos, glicosidos e ligninas. A tabela I
relata as propriedades ethomédicas e a tabela Il, componentes fitoquimicos de algumas espécies
do género considerados durante o estudo. Nota-se que quase todas as espécies, incluindo a
Bridelia cathartica, sdo wusadas tradicionalmente como anti-inflamatérios e como
antimicrobianos. E muitas vezes, os resultados obtidos durante estudos fitoquimicos e biologicos

servem de ferramenta para a validacao dos usos tradicionais relatados para cada espécie.

A producéo excessiva de EROs leva ao dano de lipidos, proteinas, membranas e acidos nucléicos
e também servir como um importante sinalizador intracelular que amplifica respostas
inflamatorias (Filippin et al., 2008). As propriedades antioxidantes demonstradas para extractos
de Bridelia cathartica podem ter uma contribuicdo muito importante em processos inflamatdrios

gerados por EROs, 0 que pode em parte explicar uso desta espécie como anti-inflamatério.

Diversas substancias fendlicas sdo tidas como importantes agentes antioxidantes, esse poder esta
intimamente associado ao tipo de esqueleto carbonico que eles possuem, que é propicio para a
estabilizacdo de radicais livres. A actividade antioxidante dos flavondides por exemplo depende
da sua estrutura e o seu poder antioxidante pode ser determinado por, pelo menos cinco factores
nomeadamente: reactividade como agente doador de aomo de hidrogénio e do electrdo,
estabilidade do radical flavanoilo formado, reactividade frente a outros antioxidantes, capacidade
de quelar metais de transicao e solubilidade e interaccdo com as membranas bioldgicas (Barreiros
et al., 2006). A configuracado, a substituicdo, o nimero de grupos hidroxilos também influenciam
substancialmente nos varios mecanismos da actividade antioxidante (Kumar e Pandey, 2013). Por

outro lado, diferentes metabdlitos de natureza fendlica tém suas particularidades que podem ditar



uma maior ou menor capacidade antioxidante, ndo dependendo necessariamente da sua maior ou

menor concentracdo nas amostras.

6.2.2. ACTIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados da actividade antibacteriana realizada no presente trabalho estdo resumidos na
tabela 1X e os critérios escolhidos para a caracterizagdo da actividade antibacteriana em funcao
de concentracdo inibitoria minima foram descritos por Holetz et al. (2002). Segundo este, 0s
extractos que exibem uma MIC inferior a 100 ug/mL, a actividade destes extractos é considerada
boa; de 100 a 500 ug/mlL, a actividade é moderada, de 500 a 1000 ug/mL, a actividade
antimicrobiana é fraca; acima de 1000 ug/mL o extracto é considerado inactivo. E claro que
esses critérios ndo sdo consensuais com os de diferentes autores. Na verdade, alguns autores
consideram o valor de 250 ug/mL como forte actividade antimicrobiana (Madureira et al.,
2012).

Ensaios realizados a partir dos extractos hidroetandlicos (EBC e EBF) e fraccdes acetato de etilo
(FAEC e FAEF) das folhas e caule de Bridelia cathartica dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO) nas concentragbes de 50, 100, 250, 500, 700, 1000 e 2000 pg/mL mostraram
consideravel actividade contra patégenos humanos gram positivos e gram negativos
nomeadamente, Escherichia coli ATCC 25922 (gram negativo), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (gram negativo), Staphylococcus aureus ATCC 29213 (gram positivo), Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (gram positivo) e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (gram

positivo).

Constituintes polifendlicos, flavondides, ésteres de fendis simples entre outros, podem
desempenhar importantes actividades antimicrobianas. E o caso da quercetina, rutina, apigenina,
entre outros compostos quimicos, que possui forte actividade antimicrobiana frente a cepas de
bactérias gram positivas e gram negativas (Basile et al., 1999; Orhan et al., 2010). Estudos
fitoquimicos de Bridelia cathartica realizados por Madureira et al. (2011) revelaram a presenca
desses constituintes para além de alcaldides e terpenos. A andlise quimiotaxondmica mostra que

0s constituintes de natureza fendlica estdo presentes em varias espécies do género Bridelia e



portanto, diferentes partes (raizes, caules e folhas) podem desempenhar diferentes tipos de
actividades bioldgicas.

Os extractos EBC e EBF e as respectivas fraccbes (FAEC e FAEF) demonstraram actividade
antibacteriana moderada contra Escherichia coli com concentracéo inibitéria minima que varia de
300-500 pg/mL. Os mesmos extractos mostraram actividade moderada contra P. aeruginosa e S.
aureus, com a excepcao da FAEF que demonstrou uma fraca actividade (MIC> 1000 pg/mL)
contra P. aeruginosa e EBF contra S. aureus. As espécies Enterococcus faecalis e Streptococcus
pneumoniae mostraram-se insensiveis para todas as amostras estudadas, e a fraccdo FAEF

demonstrou uma melhor actividade antibacteriana contra S. aureus.

PreparacGes das raizes de Bridelia cathartica sdo usadas na medicina tradicional para o
tratamento de varias doencas incluindo malaria (Ramalhete et al., 2008) e doencas venéreas
(Madureira et al., 2011). As folhas e caules sdo usados no tratamento de doencas intestinais de
caracter infeccioso. A actividade antimicrobiana do extracto bruto (metandlico) e fraccbes (n-
hexano, diclorometano e acetato de etilo) das raizes foi demonstrada nos trabalhos de Madureira
et al. (2011) que descreveram uma forte e moderada actividade antibacteriana contra bactérias
gram positivas e gram negativas com MIC de 7,5 pg/mL (S. aureus e E. faecalis), 250 ug/mL (K.
pneumoniae), 125 pg/mL (P. aeruginosa) e 15 pg/mL (M. smegmatis) para o extracto bruto
respectivamente, 125 pg/mL (S. aureus), maior que 250 pg/mL (E. faecalis), 250 pg/mL (K.
pneumoniae), maior que 250 pg/mL (P. aeruginosa) e 125 pg/mL (M. smegmatis) para a fraccao
n-hexano respectivamente, 125 pg/mL (S. aureus), 7,5 pg/mL (E. fecais), 250 pg/mL (K.
pneumoniae), maior que 250 pg/mL (P. aeruginosa e M. smegmatis) para a fraccao
diclorometano respectivamente e, 250 pug/mL (S. aureus), 250 pg/mL (E. fecais), 250 pg/mL (K.
pneumoniae), maior que 250 pg/mL (P. aeruginosa) e 125 pg/mL e (M. smegmatis) para a

fraccdo acetato de etilo respectivamente.

A fraccdo FAEF exibiu uma promissora actividade contra a bactéria gram positiva S. aureus,
visto que esta fracgdo exibiu o menor valor de MIC (250 pg/mL), porém, em geral as bactérias
gram negativas (E coli e P. aeruginosa) mostraram-se mais sensiveis em relacdo as gram
positivas, visto que das trés bactérias gram positivas testada apenas uma mostrou-se sensivel. Os

resultados obtidos para as espécies gram negativas podem parcialmente ser explicados pelas



diferengas estruturais e de composi¢cdo quimica da parede celular existentes nas celulas
bacterianas.

Analisando os resultados fitoquimicos quantitativos obtidos para os flavondides e taninos
(hidrolisaveis e condensados) das amostras estudadas, fica evidente a ocorréncia de teores mais
altos no extracto FAEF. Este facto pode explicar a forte actividade antimicrobiana associada ao

baixo valor de MIC obtido para esta amostra.

Vaérios relatos sugerem que os flavondides geralmente tém multiplos mecanismos de ac¢éo
antimicrobianos. No entanto, estes mecanismos permanecem largamente desconhecidos para a
maioria dos flavonoides, mas sabe-se que eles podem exercer actividade antibacteriana atraves de
ruptura da membrana citoplasmatica, inibicdo da sintese de 4&cido nucléico, inibicdo do
metabolismo energético, inibicdo da sintese da parede celular e a inibicdo da sintese da
membrana celular (Xiao et al., 2014). Acredita-se também que a actividade farmacol6gica dos
taninos pode estar associada a sua forte capacidade antioxidante e sequestradora de radicais livres
e habilidade em complexar macromoléculas de natureza proteica (enzimas ou proteinas

microbianas) ou polissacaridos e ides metalicos (Simdes et al., 2004; Cunha et al., 2005).

Os resultados deste estudo podem suportar o facto de esta espécie ser usada na medicina
tradicional para o tratamento de vérias doencas de natureza infecciosa. Esta correlacdo pode ser
observada na Gltima andlise, pelo poder demonstrado por extractos das folhas e caules de Bridelia

cathartica contras E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

A Escherichia coli por exemplo, uma enterobactéria bacilar e anaerdbia facultativa, cujo habitat
natural é o lumen intestinal dos seres humanos e de outros animais de sangue quente, estd muitas
vezes associada as infeccBes intestinais e urinarias, o que explica o emprego de preparacdes desta

planta em remedios tradicionais usados no tratamento de diarreia e de doencas venéreas.

Os resultados deste estudo sobre compostos fitoquimicos e actividade antibacteriana da espécie
B. cathartica sdo semelhantes aos obtidos por Okeleye et al. (2011), Adefuye et al. (2011) e
Adefuye e Ndip (2013) sobre espécies B. micrantha.



7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

7.1. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem inferir o seguinte:

Todas as amostras estudadas apresentaram quantidades relevantes de fendlicos totais sem
nenhuma variacdo significativa entre si (EBC: 429,114 + 5,975 mgEAG/g, EBF: 427,527
110,406 mgEAG/g, FAEC: 435,090 £ 15,507 mgEAG/g e FAEF: 436,970 * 15,310 mgEAG/(Q).

Os elevados teores de fenois encontrados neste estudo podem sugerir uma possivel actividade

antioxidante dos extractos de Bridelia cathartica ligada ao contetdo fendlico dos extractos;

Todas as amostras analisadas demonstraram uma capacidade redutora de ido férrico e
apresentaram diferencas significativas entre si. Os valores mais altos foram experimentados pelo
extracto EBC (89,56 + 0,76 %) e pela respectiva fraccdo FAEC (110,40 £ 1,02,

Todas as amostras analisadas demonstraram uma capacidade redutora do complexo
fosfomolibdénico e apresentaram diferencas significativas entre si. Os valores mais altos foram
encontrados no extracto EBF (57,88 + 0,57 %) e na respectiva fraccdo FAEF (50,51 + 0,08 %).

Todas as amostras analisadas demonstraram uma capacidade redutora do radical livre DPPH e
apresentaram diferencas significativas entre si. O menor valor de CEsp (ug/mL) e portanto, maior
capacidade de sequestro de radical livre DPPH foi encontrado para extracto EBF (3,63 + 0,12

pg/mL) e pela respectiva fraccao FAEF (4,93 + 0,44 ng/mL).

Os extractos EBC e EBF e as respectivas fraccoes (FAEC e FAEF) demonstraram actividade

antibacteriana moderada com concentragdo inibitoria minima que varia de 300-500 pg/mL.

Os resultados encontrados no presente estudo permitem validar o uso etnomedicinal da espécie B.

cathartica como agente antimicrobiano e anti-inflamatério.



7.2. RECOMENDACOES

Os resultados obtidos neste trabalho experimental revelam que a espécie B. catartica € uma
excelente fonte de compostos bioactivos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, no

entanto estes sdo apenas as primeiras pistas para o inicio de um longo trabalho de investigacao.

O facto de ndo se conhecer a identidade das moléculas presentes nos diferentes extractos, torna
este trabalho um desafio, obrigando a aplicacdo das mais diversificadas técnicas analiticas que
permitirdo o seu isolamento e elucidacdo estrutural. Por outro lado, a actividade bioldgica de
extractos de B. cathartica pode ser testada de diferentes modos, por exemplo, sera um desafio
realizar um estudo fitoquimico guiado por actividade biolégica, de modo a permitir a

identificacdo de compostos responsaveis por actividades demonstradas por estes extractos.

Relativamente a capacidade antioxidante um proximo passo podera passar por testar a capacidade
antioxidante em modelos in vitro, como por exemplo em células animais, para determinar se

existe uma proteccdo efectiva contra a peroxidacao de lipidos.

Podera ser interessante o estudo da capacidade antimicrobiana com mais estirpes bacterianas e
fungos, nomeadamente em patogénos humanos isolados em amostras clinicas bem como a

determinacédo da concentracdo minima inibitdria dos extractos com recurso a método de diluicao.

Desta forma, um passo seguinte neste estudo podera ser a aplicacdo de técnicas de separacdo que
permitam uma maior separacdo dos compostos, como por exemplo técnicas de separacdo por
cromatografia (gasosa ou HPLC), ou o acoplamento destas técnicas a espectroscopia de massa
(MS). Como complemento a MS, a RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) também poderéa ser

atil para a identificacdo de moléculas bioactivas.

Tal como referido anteriormente, apesar da presumivel presenga de polifendis nos extractos,
estamos certos que as actividades bioactivas aqui exploradas poderdo estar associadas a presenca
de outros tipos de moléculas, a semelhanca de moléculas ja identificadas em outros trabalhos de
investigacdo (Bateset al., 1990; Boonyaratavejet al., 1992), desta forma, tendo em conta os
resultados obtidos, é extremamente pertinente a continuidade deste trabalho de investigacao,

especialmente no que diz respeito a identificacdo das moléculas bioactivas. Para nds, este sera



provavelmente, o maior desafio futuro, mas também uma janela de oportunidades para

desenvolver um trabalho cientifico relevante e de elevada qualidade cientifica.
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The Bridelia cathartica Bertol (Euphorbiaceae) species is used in Mozambican folk medicine for the treatment of
various ailments including infectious and inflammatory diseases, but scientific investigations aiming to
determine its therapeutic potential are scarce. In the present study, the total phenolics, antioxidant and
antibacterial activities of the crude hydroethanolic extracts and ethyl acetate fractions of the leaves and stem of
B. cathartica were determined using standard procedures. The phenolics found did not show significant
variations in the different analyzed samples (p < 0.05) and showed maximum values of 435.090 + 15.507 and
436.970 £ 15.310 milligrams of gallic acid equivalents (mgGAE) per gram of the dry extract for the samples of
stem and leaves respectively. The highest antioxidant activity was exhibited by the leaves sample in the DPPH
method (EC50 = 3.63 = 0.12 yg/mL) and phosphomelybdenum complex method (57.88 * 0.57%). Most of the
extracts and fractions from leaves and stem exhibited remarkable antibacterial activity with predominance of
minimum inhibitory concentration (MIC) values between 250 - 500 pg/mL. The results found in this study reveal
high levels of phenolic compounds as well as a potent antioxidant effect and considerable antibacterial activity,
which may justify the use of this plant in traditional medicine for the treatment of various infectious and
inflammatory diseases.

Key words: Total phenolics, antibacterial, DPPH, Bridelia cathartica, extracts antioxidant.

INTRODUCTION

The history of the development of human societies has
always been intimately linked to people's use of the
natural resources at their disposal. It was from these
resources that different people, through the observation
of animals and experimentation, through the method of
trial and error, were selecting useful plants for their
diverse needs (Cunha, 2005). Therefore, the search for
relief and cure of diseases by ingestion of herbs and
leaves may have been one of the first purpose for using
natural products (Viegas et al., 2006). Medicinal plants
are believed to be an important source of new chemical
substances with potential therapeutic effects (Vashvaei et
al., 2015). The extracts and essential oils of many herbs
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francoism@uem.mz. Tel..+258823175440.

have been shown to exert biological activity in vitro and in
vivo, which justifies research on traditional medicine
focused on the characterization of their antimicrobial
activity. The therapeutic benefit of plants is often
attributed to their antimicrobial and antioxidant properties
(Burt, 2004; Jafari et al., 2014; Keykavousi et al., 2016).
Plants are rich in a wide variety of secondary metabolites
such as tannins, alkaloids and flavonoids, which have
been found in vitro to have antimicrobial properties
(Bajpai et al., 2005, Vashvaei et al, 2015). Many
medicinal plants contain large amounts of antioxidants
such as polyphenols, which can play an important role in
adsorbing and neutralizing free radicals, quenching
singlet and triplet oxygen, or decomposing peroxides.
Many of these phytochemicals possess significant
antioxidant capacities that are associated with lower
occurrence and lower mortality rates of several human



