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Resumo
Amburana cearensis (Fabaceae) é uma arvore silvestre, tipica da caatinga nordestina, conhecida
popularmente como cumaru ou imburana-de-cheiro. Estudos quimicos e farmacoldgicos tém permitido
caracterizar o cumaru, com definicdo de principios ativos, como a cumarina e 0 amburosidio A, e do seu
potencial anti-inflamatorio, antioxidante e relaxante do musculo liso traqueal de roedores. Entretanto,
fatores abidticos influenciam na constituicdo dos principios ativos das espécies vegetais, conferindo
propriedades farmacoldgicas diferentes em plantas de diferentes regifes. Diante do exposto o objetivo
do presente estudo foi avaliar a composi¢do da semente de Amburana cearensis, com énfase em analise
fitoguimica e atividade antimicrobiana. Foram detectados diversos tipos de metaboélitos presente no
extrato. Além disso, o extrato apresentou atividade antioxidante importante, além de inibicdo de AChE e

potencial antimicrobiano em relagdo a C. albicans e S aureus.

Palavras-chave: Umburana de cheiro, DPPH, toxicidade, fendlicos totais, flavonoides totais.

Abstract

Amburana cearensis (Fabaceae) is a wild tree, typical of the northeastern caatinga, popularly known as
cumaru or imburana-de-cheiro. Chemical studies and medications can characterize coumaru, with the
definition of assets, such as coumarin and amburid A, and its anti-inflammatory, antioxidant and
relaxing potential of rodent tracheal smooth muscle. However, abiotic factors influence the constitution
of the active principles of plant species, conferring different pharmaceutical properties on plants from
different regions. In view of the above, the objective of the present study was to evaluate the
composition of the Amburana cearensis seed, with an emphasis on phytochemical analysis and
antimicrobial activity. Several types of metabolites without extract were detected. In addition, the extract
has important antioxidant activity, in addition to AChE inhibition and antimicrobial potential in relation
to C. albicans and S aureus.

Keywords: Umburana de Cheiro, DPPH, toxicity, total phenolics, total flavonoids.
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Introducéao

O taxon Amburana é formado por apenas duas espécies, Amburana acreana Ducke e Amburana
cearensis A. C. Smith, as quais possuem grande importancia econdmica e medicinal. Enquanto a
primeira espécie apresenta-se na forma arborescente de alto fuste, ocorrendo em matas altas e fechadas,
a A. cearensis assume a forma arbustiva de fuste curto, predominando em formagdes vegetais tropicais a
subtropicais secas’.

Considerada uma planta nativa da caatinga nordestina, A. cearensis é também encontrada nos estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Tocantins e da regido Centro-Oeste. Por outro lado, a Amburana
acreana tem sua distribuicdo restrita ao sudoeste da floresta amazénica (Rond6énia, Acre e Amazonas).
Ha registros de sua ocorréncia em outros paises como no norte da Argentina, sul da Bolivia e nordeste
do Paraguai e Peru?.

A. cearensis pertence & familia Fabaceae, também conhecida como Leguminoseae, e recebe
diferentes designacbes populares como ambaurana, baru, cumaru-do-ceard, cumaru-das-caatingas,
imburana-de-cheiro, louro-ing4, umburana, angelim, cerejeira-rajada, cumaré, roble criollo, tumi e palo
trébol®.

A planta apresenta porte regular, podendo atingir até 10 m de altura nas regides da caatinga e até 20
m na zona da mata. Os espécimes jovens tém suas folhas compostas, pinadas, com 5 a 9 pinas, alternas,
longo-pecioladas, imparipenadas e raras vezes paripenadas na mesma muda. O peciolo é de coloragdo
verde, piloso, com pulvino. Os foliolos sdo curto-peciolados, elipticos, com base obtusa e apice agudo,
margem inteira, nervacdo peninérvea evidente na face abaxial, ao contrario da adaxial e apresentam
pelos simples. Os cotilédones, quando caem, deixam cicatriz no caule®*. Possui tronco cuja parte
externa se solta em camadas finas (descasca), formando grandes manchas vermelho pardacentas e lisas.
Flora em setembro e, dois meses depois, tem boa producdo de frutos (vagens curtas). As sementes, em
namero de uma por fruto, sdo achatadas, oleaginosas, manchadas de marrom e branco e tém aroma forte
agradavel de cumarina. O mesmo cheiro, embora mais fraco, esta presente em todas as outras partes da
planta®.

Amburana cearensis (cumaru) € uma arvore cuja casca do caule tem sido amplamente utilizada nas
praticas caseiras da medicina popular nordestina, sob a forma de cha como auxiliar no tratamento de
problemas respiratorios como a asma, tosse e bronquite®. Programas de Fitoterapia no Ceara, incluindo
0 Estadual (SESA, CE) e municipais como, Fortaleza, Pereiro, Quixeramobim e Vigosa, tem produzido
0 xarope de cumaru empregando como matéria-prima ativa o extrato hidroalcodlico da planta, ndo
padronizado. O xarope de cumaru tem sido dispensado por unidades de salde, especialmente
relacionadas a aten¢do basica, e indicado como auxiliar no tratamento da asma. Ainda, o cumaru trata-se
uma espécie de interesse para a Indistria Farmacéutica, sendo inclusive comercializado o xarope da
planta, mesmo sem registro junto ao 6rgdo competente®.

Estudos tém mostrado a natureza quimica, a baixa toxicidade e as atividades antinociceptiva,
antiinflamatdria e antiespasmddica do extrato e constituintes quimicos do cumaru em roedores, com
correlacdo entre estas atividades e a presenca de cumarina e amburosidio A, compostos majoritarios na
planta (0,2% e 0,3%, respectivamente)®®. Além disso, estudos clinicos preliminares tém mostrado a
seguranca relativa e o potencial antiasmatico do cumaru®.

Neste contexto, nos ultimos anos tem havido grande investimento no desenvolvimento de insumos
farmacéuticos padronizados produzidos a partir da casca do caule do cumaru, incluindo desde a
preparacdo e caracterizacdo da droga vegetal a otimizacdo na producéo do extrato etandlico da planta'®
11 entretanto, nenhum estudo do extrato metandlico esta em andamento.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi agregar conhecimento sobre a composicao
metabdlica de Amburana cearensis, toxicidade e atividade bioldgica.
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Material e métodos
Preparo do extrato
Foram comprados o caro¢o da Amburana cearensis em uma pequena loja de produtos & base de
plantas na cidade de Jacobina — BA e trazidas para Salvador, onde foram trituradas e em seguida
passada para um frasco de vidro onde foi realizado a macera¢do manual por 48 horas, tendo o metanol
como solvente extrator. Apos esse periodo, foi realizado a filtragdo do extrato com papel filtro. O
extrato foi levado ao rotaevaporador, para reducdo de volume, seguida foi deixado o extrato em uma
estufa a 45 °C até a completa evaporacdo do solvente. O extrato foi transferido para recipiente limpo e
identificado.

Prospecc¢ado Fitoquimica
A metodologia que foi utilizada para a detec¢do dos grupos de metabdlitos secundarios foi
proposta por Costa'? e adaptada por Paula e Bara®®. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Pesquisa de alcal6ides

Para a extracdo dos possiveis alcaldides, foram pesados em balanca semianalitica 2g da amostra
pulverizada. Foram adicionados 30 mL de &cido sulfurico a 5% (v/v). A mistura foi levada a fervura por
3 minutos, e, em seguida, filtrada em papel de filtro e resfriada. A solugdo extrativa foi distribuida
igualmente em 3 tubos de ensaio, sendo que em cada tubo, respectivamente, foram acrescentadas 3 a 9
gotas dos reativos gerais: Reativo de Mayer, Reativo de Dragendorff e Reativo de Bouchardat. Foi
observado se ocorreria 0 aparecimento dos precipitados branco, vermelho-tijolo e marrom-avermelhado,
respectivamente, para indicacdo de reacdo positiva para alcaldides.

Pesquisa de taninos

Para a extracdo dos possiveis taninos, foram pesados em balanca semi-analitica, 2g da amostra
pulverizada e adicionados 30 mL de agua destilada. A mistura foi levada a fervura durante 5 minutos.
Em seguida procedeu- se a filtracdo da mistura ainda quente, utilizando papel de filtro. Foi montada
uma bateria contendo 3 tubos de ensaio. A cada tubo foram adicionados 5 mL da solugdo extrativa e
foram adicionadas 5 gotas dos reagentes para taninos, como: FeCls SR 2%, Acetato de Cobre SR 10%,
Solucdo de Gelatina a 2,5% (em solucdo de NaCl a 5%). Foi visualizado se ocorreria a formacgéo de
precipitados.

Pesquisa de heterosideos flavonéides

Para a extracdo dos possiveis heterosideos flavondides presentes na amostra pulverizada foram
pesados, em balanca semi-analitica, 2g da amostra e foram acrescentados 30 mL de etanol a 70% (v/v).
Essa mistura foi fervida durante 5 minutos e filtrada em papel de filtro umedecido com etanol a 70%
(v/v). A caracterizacéo foi realizada a partir do filtrado obtido, onde se procederam as seguintes reacdes:
Reacdo de Shinoda, onde, foram transferidos 3 mL do filtrado para um tubo de ensaio. Adicionou-se
cerca de 1 cm de fita de magnésio fina e acrescentou-se cuidadosamente 5 gotas de &cido cloridrico
concentrado. Foi observado se ocorria 0 aparecimento de coloracdo vermelha para heterosideos
flavonoides. Reacdo com Hidréxido: foram transferidos 3 mL da solucdo extrativa para um tubo de
ensaio. Adicionou-se 1 mL de hidréxido de sddio a 20% (p/v) e agitou-se o tubo. O desenvolvimento de
coloragdo amarela indicaria reagdo positiva para heterosideos flavondides. Reacdo Oxalo-Borica
realizada em uma capsula de porcelana: evaporou-se 5 mL de solucdo extrativa em uma céapsula de
porcelana. Juntou-se ao residuo semi-seco 3 mL de solucdo de &cido bérico a 3% (p/v) e 1 mL de
solucdo de acido oxalico a 10% (p/v). Evaporou-se até secura e adicionou-se, ao residuo seco, 7 mL de
éter etilico P.A. Observou-se sob luz ultravioleta a ocorréncia ou ndo de fluorescéncia.

Pesquisa de esteroides e triterpendides

Para a extracdo dos possiveis esterdides e triterpendides presentes ha amostra pulverizada pesou-
se, em balanca semi-analitica, 2g da amostra, acrescentou- se 30 mL de solucdo hidroalcodlica a 50%
(v/v) e 10 mL de solucdo de acetato de chumbo a 10% (p/v) e ferveu-se por 4 minutos. Filtrou-se e
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adicionou-se 10 mL de cloroférmio. Para a caracterizacdo desta classe de metabdlitos secundarios

utilizou-se a Reagdo de Liebermann-Burchard. Foi observado o desenvolvimento de coloragéo azul
evanescente seguida de verde ou parda a vermelha, para esterdides e triterpenos, respectivamente.

Pesquisa de heterosideos saponinicos

Para a extracdo dos possiveis heterosideos saponinicos, pesou-se em balanga semianalitica, 29
da amostra em po que foi transferida para um béquer contendo 100 mL de agua destilada. Essa mistura
foi levada a fervura em chapa aquecedora por 5 minutos, adicionando-se durante a decoc¢do, carbonato
de sodio em solucdo até a neutralizacdo, que foi observada utilizando-se papel de tornassol como
indicador. Logo em seguida, a mistura foi filtrada em algod&o e ao filtrado acrescentou-se 4gua destilada
até completar um volume de 100 mL. Para a caracterizagdo de heterosideos saponinicos, transferiu-se 5
mL para o tubo de ensaio 5 e agitou-se vigorosamente por 20 segundos. Observou-se presenca
persistente de espuma por quinze minutos.

Pesquisa de cumarinas

Para extracdo das possiveis cumarinas, foram pesadas 2g da amostra pulverizada em balanca
semi-analitica e adicionados a 30 mL de agua quente. Essa mistura foi filtrada, e ao filtrado adicionou-
se 1 mL de &cido cloridrico 1N (pH 1,0). Em seguida, extraiu-se com 10 mL de éter etilico P.A. A fase
etérea foi concentrada até a metade de seu volume. Para caracterizagdo dessa classe de metabolitos
secundarios foram aplicadas gotas da fase etérea sobre duas regides de um papel de filtro. Em uma das
manchas formadas adicionou-se 1 gota de NaOH 1N. O papel foi observado sob luz ultravioleta a
365nm para caracterizacao de fluorescéncia.

Pesquisa de heterosideos antraquinfnicos

Para a extracdo dos possiveis heterosideos antraquindnicos, presentes na amostra pulverizada,
pesou-se, em balanca semi-analitica, 2g da amostra e acrescentou-se 30 mL de etanol a 70% (v/v),
aqueceu- se durante 3 minutos em chapa aquecedora, e, filtrou-se em papel de filtro. Para a
caracterizagdo dessa classe de metabolitos secundarios adicionou-se 10 mL de éter, homogeneizou-se.
Separou-se 5 mL de fase etérea e adicionou-se 3 mL de hidroxido de aménio SR (1:1). Observou-se se
ocorria 0 aparecimento de coloracdo vermelha na fase amoniacal.

Preparacao das amostras e ensaio toxicol6gico

O bioensaio com Artemia salina foi baseado na técnica descrita por Meyer*4. Foram utilizados
10 mg do extrato bruto de todas as amostras, nos quais foram adicionados 100 pL de Cremophor® e 1
mL de Tween 80 a 5% para ajudar a solubilizacdo deles. As solu¢bes foram homogeneizadas e o volume
completado para 5 mL com agua salinizada filtrada (agua do mar e agua destilada 1:1) a pH = 8,0.
Destas solucGes foram retiradas aliquotas de 2500, 1875, 1250, 625, 250 e 125 pL que foram
transferidas para outros bal6es de 5 mL e os volumes completados com o0 mesmo solvente, obtendo-se
concentragdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL para cada extrato. Os ovos de A. salina (20 mg)
foram incubados sob iluminacdo artificial por 48 horas para que houvesse a eclosdo das larvas
(metanauplios), e estas, separadas em sete grupos com 10 a 13 individuos cada. O primeiro grupo
recebeu a solugdo controle (solvente e tensoativos) e o0s seis seguintes receberam as solucbes dos
extratos em diferentes concentracGes. As amostras foram submetidas a iluminacdo artificial durante 24
horas, ap0s este periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas. O experimento foi realizado em
triplicata para cada extrato. Para obtencdo dos valores de CLso (concentracdo média letal) foi utilizada a
analise PROBIT, através do software STATPLUS® 2005, com 95% de confianca. Para comparacdo dos
valores de CLs entre as espécies, nos diferentes locais de coleta, foi utilizado o intervalo de confianca
obtido pela analise PROBIT

Anélise da atividade antioxidante

O teste de atividade antioxidante, frente ao sequestro de radicais livres DPPH, foi realizado pela
metodologia descrita por Brand-Williams®®, modificado por Miliauskas'é. Diluiu-se os extratos em
MeOH, adquiriu-se uma solucdo mde de 100mg/mL utilizada para triagem, em seguida foram feitas
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diluicBes decrescentes (50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 mg/mL), colocou-se 50uL destas amostras
na microplaca de 96 pocos. Em seguida adicionou-se em cada poco 200uL da solucdo de DPPH
(200Mm). Como padrdo usou-se o antioxidante hidroxitolueno de butila (BHT) e como branco

substituiu a solucdo do extrato por MeOH.
A placa foi incubada em local com auséncia de luz por 30 minutos, em seguida realizou-se a
leitura em espectrofotdmetro a 600nm. Apds a leitura, calculou-se a porcentagem de atividade pela

férmula:

Abs do controle — abs dao amostra

U de inthicdo do radical DPPH = ( ] x 100

abs do controle

Através destes dados foi possivel construir a curva % de inibi¢do do radical DPPH versus concentracéo,
e por interpolacéo obteve-se o valor da ICso.

Determinacao de fendlicos totais

A determinagdo no teor de fendlicos totais nos extratos acetato, cloroformico, hexanico e
metandlico foram determinadas usando o reagente Folin-Ciocalteau em microplaca de 96 pocos como
modificado por Roesler?’.

Determinacao de flavonoides totais

O teor total de flavonoides dos extratos foi determinado pelo método colorimétrico do cloreto
de aluminio (AICl;) adaptado por Dewanto'®. Para a realizacdo do teste, 50ul dos extratos na
concentracdo de 1000ug/mL (em triplicata), foram adicionados a microplaca de 96 pogos, em seguida
adicionou-se 10uL do reagente AICIz (10%), seguido da adi¢do de 150uL de EtOH (95%) juntamente a
10ul de acetato de sédio (1M). O branco foi preparado substituindo a amostra por EtOH (80%). Os
reagentes foram misturados com pequenos movimentos da microplaca sobre uma estrutura lisa e
armazenados na auséncia de luz em temperatura ambiente por 40 minutos. A leitura da absorbancia foi
realizada no comprimento de onda de 415 nm. A constru¢do da curva de concentracdo versus
absorbancia foi realizada através do preparo de uma solugdo mée, na qual utilizou-se como padréo a
quercetina. Esta foi diluida em EtOH (80%) até uma concentracdo de 200ug/mL, em baldo volumétrico
de 10mL. Em seguida, passou por diluicdo seriada cujas concentra¢fes variaram de 5 a 100ug/mL. O
teor de flavonoides totais, foram expressos em mg equivalentes de quercetina por grama de extrato.

Atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase

O teste foi realizado em microplaca de 96 pogos (KASVI) com base no método
espectrofotdmetro proposto por Ellman e colaboradores®®, modificado por Rhee?® e adaptado por
Hasnat?!. Adicionou-se, em cada cavidade da microplaca, 140uL de tampao fosfato (pH = 7,5), 10uL da
enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL), 20ul. de DTNB (10mM) e 20uL. da amostra. Em seguida, foi
realizado a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 405 nm. Para dar inicio a reacdo, se
acrescenta o substrato acetilcolina iodada. Como padréo utilizou-se a eserina (Fisiostigmina) e MeOH
como controle. A placa foi incubada na auséncia de luz, com o monitoramento da rea¢do a cada 10
minutos durante 1 hora. Os resultados foram calculados em porcentagem de inibicdo através da seguinte
formula:

Abs do controle — abs da amostra

% Inibicio = ( ) x 100

abs do controle

Os valores de ICs foram adquiridos a partir da constru¢do de uma curva de concentracdo em
mg/mL versus porcentagem de inibi¢do com auxilio do programa Excel.

46



(]
Ex@tays eut@ ISSN 2178-0471
OK vol. 11 n.2 Dez. 2020
pag. 42-54
Determinacéo da atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados através da técnica de microdiluigdo em
caldo descrita no documento Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005; CLSI, 2002),
com adaptacdes. Foram selecionadas cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC):
Streptococcus mutans (25175), S. oralis (10557) Escherichia coli (ATCC 8739), S. aureus (ATCC
6538) e Candida albicans (10231). Apos serem feitos testes prévios com a concentragdo do extrato
variando de 2mg/mL até 8mg/mL frente as cepas escolhidas, a melhor concentragdo do extrato

selecionada para prosseguir a determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima foi a de 4mg/ml?2,

Preparo dos indculos

O preparo dos indculos para os testes de suscetibilidade foram realizados seguindo as
recomendacOes do protocolo M7-A6 para bactérias?® e M27-A2 para leveduras?*. Culturas de bactérias
incubadas por 24 horas em gerador de anaerobiose (Probac) foram preparadas e adicionadas em solucéo
salina (0,85%) esterilizada (5mL). Sua absorbancia foi ajustada entre 0,08 a 0,10 a um comprimento de
onda de 625nm em fotocolorimetro Bioespectro, modelo SP-22, originando uma concentracéo
equivalente a 1,5 x 108 UFC. A partir disso, foi realizada uma diluicdo seriada obtendo-se ao final da
mesma uma concentracdo de 1x 106 UFC. Os testes de suscetibilidade para Candida albicans foram
realizados através do método de microdilui¢do em caldo seguindo as recomendagdes do protocolo M27-
A2 para leveduras®*. A concentracdo do indculo, apds ajuste em fotocolorimetro (530nm), correspondeu
a5 x 10% céls/mL e, apos diluicdes sucessivas a 2,5 x 102 céls /mL.

Determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM)

Foram distribuidos nos orificios de cada coluna, 100 uL do caldo BHI e Sabouraud para bactéria
e fungo, respectivamente. Na coluna 1 - linha A foram acrescentados 50 pL (micropipeta Eppendorf,
Researchplus, 20-200 uL) de solucdo da amostra testada, de concentracdo conhecida, sendo estes
referentes ao controle de esterilidade das amostras. Em seguida, na linha B foram adicionadas 100 pL
dos extratos para em seguida efetuar uma diluicdo seriada nos pogos consecutivos, retirandose 100 pL
do poco de maior concentragdo para o po¢o seguinte. Os 100 WL finais foram desprezados. A partir das
suspensdes padrbes de cada espécie de microrganismo foram pipetados 100 pL dessa suspensdo em
cada poco. As primeiras colunas correspondem ao controle positivo (gluconato de clorexidina 0,12%
para bactéria e nistatina 100.000 Ul/mL para a levedura) e ao controle do solvente (etanol 40%) para
verificar se o etanol seria capaz de inibir o crescimento das células viaveis. As placas foram incubadas
por 24-48 horas a cerca de 36°C em atmosfera aerdbia, microaerofilia ou anaerdbia dependendo da
exigéncia do microrganismo (CLSI, 2002; CLSI, 2005). Para a leitura dos resultados da CIM, foram
adicionados 20 pL da solucéo de cloreto de resazurina 0,01% (Sigma AldrichChemistry®). As placas
foram re-incubadas por um periodo de 40 minutos para a levedura, e por duas horas para bactérias. A
CIM foi definida como a menor concentragdo da amostra, capaz de impedir o aparecimento de
coloracéo roésea, conferida ao meio quando as células apresentam atividade respiratdria?s.

Resultados e Discusséo

Os constituintes quimicos encontrados na triagem fitoquimica de U. cearensis estdo descritos na
Tabela 1. Pode-se observar que a espécie vegetal apresenta diversas classes de metabélitos como:

cumarinas, flavondides, terpenos e acidos fendlicos
A eficacia do uso popular de Amburana cearensis é comprovada por estudos farmacoldgicos a
partir do extrato hidroalco6lico da casca do caule e de alguns de seus constituintes quimicos, 0s quais
demonstraram atividades analgésica, broncodilatadora, antiespasmddica e anti-inflamatdria, além de nédo
apresentarem toxicidade em doses usuais®. As analises quimicas e farmacoldgicas desta planta
demonstram que a casca do caule é basicamente constituida de cumarina, responsavel pelo seu odor
peculiar, dos flavonoides isocampferidio, campferol e afrormosina, pelos glicosidios fendlicos
amburosidios A e B, dos acidos fenolicos acido vanilico e &cido protocatequico, além de quantidades
abundantes de 19 sacarose. Estudos recentes revelaram que a cumarina, 0 isocampferidio e o
amburosidio A possuem efeitos anti-inflamatério, antioxidante e broncodilatador, sendo indicados como
principios ativos da planta. As cumarinas presente no caule da planta sdo provavelmente o responsavel,
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juntamente com outras substancias, pela acdo benéfica das infusdes das cascas e pela atividade

broncodilatadora determinada experimentalmente, validando cientificamente o uso popular e o
tratamento caseiro, especialmente em criancas e idosos?®.

Tabela 1 - Classes de metabolitos secundarios presentes no extrato obtido a partir da Amburana
cearensis.

Classes de metabdlitos
secundarios
Alcaldides X

Positivo  Negativo

Triterpendides X

X

Esterdides
Saponinas X
Cumarinas
Compostos Fendlicos
Taninos

Flavondides
Antragquinonas
Antocianidinas

Chalconas

X X X X X X X X

Leucoantocianidina
Catequinas X

Flavonas X

Analise toxicoldgica

Um dos métodos alternativos amplamente utilizados em triagem de substancias de origem
vegetal € 0 método que utiliza 0 microcrustaceo Artemia salina. A Artemia salina € um microcustaceo
da ordem Anostraca utilizado na alimentacdo de peixes e camarfes por seu alto valor nutritivo.
Dependendo da alimentacdo ingerida esse microcrustdceo pode adquirir diversas coloragfes, sua
caracteristica é de nadar com a parte ventral do corpo voltada para cima, ou seja, para a luz, e de estarem
sempre em locomocao, por serem animais filtradores e dependem disso para alimentar-se e respirar?”.

A utilizacdo da A. salina em estudos toxicoldgicos preliminares deve-se a simplicidade com que
pode ser manuseado. A rapidez e o baixo custo favorecem a utilizacdo em diversos estudos. Ensaios de
letalidade sdo muito utilizados em analises preliminares de toxicidade geral podendo estimar a
concentracdo média letal (CLso)?.

Segundo Meyer!* foi estabelecido uma relagdo entre o grau de toxicidade e a dose letal média,
CLso, de extratos de plantas sobre os microcrustaceos Artemia Salina, considerando que quando
verificados valores acima de 1000 pg/mL e ndo havendo morte acima de 50%, estes, sdo considerados
atoxicos.

Para o célculo da DLso 0s resultados das amostras testadas foram submetidos ao teste estatistico
Probits. No teste realizado, verificou-se que a utilizagdo de concentracdo superior a 1000 pg/mL ndo
acarretou a morte de nauplios. Dessa forma, verifica-se que a espécie A. cearensis ndo apresenta
toxicidade. Os controles feitos com o solvente metanol ndo apresentaram influéncia sobre os resultados,
pois nenhuma larva morreu; do mesmo modo que o controle realizado com agua salgada.

Os dados encontrados nesse trabalho sdo corroborados por dados encontrados na literatura. Em
um estudo toxicolégico®® preliminar do extrato seco padronizado de A. cearensis mostrou que a
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administracdo diaria deste produto, por via oral na dose de até 750 mg/kg, durante 30 dias, ndo induziu

alteracbes nos parametros bioquimicos e hematolégicos, em ratos, ratificando a relativa seguranca da
planta determinada anteriormente®.

Atividade antioxidante

Os flavondides compreendem um grupo de compostos fendlicos amplamente distribuidos nas
frutas e nos vegetais, apresentando-se sob muitas variacbes como flavonois, flavonas, flavanonas,
catequinas antocianinas, isoflavonas e chalconas. Suas principais fontes sdo: café, cebola, macgd, uva
cerveja, vinho tinto e especialmente cha, que contém sobretudo catequinas em sua composicao®® %2, Na
classe dos nao-flavonoides estdo os derivados dos &cidos hidroxicindmico e hidroxibenzdéico. Sua
atividade antioxidante estd relacionada com a posi¢do dos grupos hidroxilas e com a proximidade do
grupo —CO-H em relagdo ao grupo fenil. Quanto mais proximo esse grupo estiver do grupo fenil, maior
sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicdo meta®.

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos
fendlicos tém recebido muita atencdo, sobretudo por inibirem a peroxidacéao lipidica e a lipooxigenase
in vitro®*. Na Tabela 2, esta apresentada a quantificacdo dos flavonoides, fendis e acidos fendlicos do
extrato metandlico.

Tabela 2 - Teores de flavonoides, fendis e acidos fendlicos totais do extrato metanélico de Amburana
cearensis obtidos por maceracao.

Flavonoides (%)*°  Fendis (%0)*¢ Acidos fenolicos (%)?

14,98 £ 0,02 48,09 + 0,5 0,5+0,04
aResultados representam médias + desvio padrdo (n=3), "Expressos como equivalente de quercetina. ¢ Expressos como
equivalente de &cido galico.

Em um estudo realizado em Barreiras - BA, Santos® verificaram que o extrato etandlico de
Amburana cearensis apresentou alta concentracdo de fendis totais e grande atividade antioxidante,
131,14 mg EAG/g e 93,13%, respectivamente; sugerindo assim que ndo apenas as sementes que sdo ja
bastante estudadas como também as folhas da A. cearensis podem ser uma alternativa aos antioxidantes
sintéticos, na preparacao de aditivos alimentar, bem como em preparacdes farmacéuticas e cosméticas

Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH

A Figura 1 refere-se a curva de calibracdo empregada para o experimento de DPPH. Esta curva
também foi avaliada quanto a linearidade. Com a finalidade de avaliar a capacidade dos constituintes do
extrato metanoélico de A. cearensis em capturar radicais livres (DPPH) foi feita analise de solucbes deste
extrato com DPPH. Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo de oxidagdo, ou seja, a
porcentagem de atividade antioxidante é correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante.

2
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Figura 1: Curva padrdo empregada no experimento de DPPH
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De acordo a definicao de concentracdo inibitdria proposta por Dogan e Aydin®, quanto menor a
ICso, maior serd a atividade antioxidante e consequentemente menor sera a quantidade de extrato
necessario para inibir 50% dos radicais livres DPPH. Em vista disso, a concentracdo inibitoria
determinada nesse trabalho foi igual a 27,05 mg/mL. Todas as amostras apresentaram capacidade de
consumo de DPPH, visto que as absorbancias apds reacdo de DPPH com as diferentes concentragdes
das amostras testadas foram significativamente menores em se comparando com as absorbéancias obtidas
para o controle negativo (DPPH + solvente), o que pode demonstrar preliminarmente a atividade
antioxidante para o extrato testado.

Geralmente esta atividade tem sido correlacionada com a presenca de flavonoides, classe
presente em todas as amostradas analisadas, isto em diferentes teores de acordo com a época do ano.
Rajani e Ashok® em estudo semelhante para caule e raiz de B. variegata também evidenciaram
atividade antioxidante pelo mesmo método de DPPH e comparagdo com outros.

Atualmente o interesse no estudo dos compostos fendlicos tem aumentado muito, devido
principalmente a habilidade antioxidante destas substancias em sequestrar radicais livres, 0os quais sdo
prejudiciais a salde humana®® 3°. Alguns estudos in vitro demonstram que a atividade antioxidante dos
flavondides é maior que a das vitaminas E e C3940,

Diferentes autores vém empregando o mesmo método para avaliacdo da capacidade antioxidante
de espécies vegetais, tendo-se observado resultados semelhantes e significativos®” 41-45,

Atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase

Na busca de novos produtos capazes de inibir a atividade de AChE, o extrato metandlico de A.
cearensis mostrou percentual de inibicdo igual a 51%. Extratos cuja inibigdo enzimatica apresente
inibicdo maior ou igual a 50%, sdo candidatos a fracionamentos e isolamento dos principios ativos
capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase®®.

Um estudo recente com plantas brasileiras*® utilizou o ensaio bioautografico de Rhee?® e 0 ensaio
de Ellmann em microplaca®®, para identificar extratos que poderiam conter substancias inibidoras da
AChE. Foram estudados 58 extratos de 30 espécies de diversos géneros vegetais, dos quais 0s autores
consideraram os resultados de inibicdo maior ou igual a 50% como critério de selecdo para o
fracionamento quimico. A partir do trabalho de triagem, Paullinia cupana (guarana), Amburana
cearensis e Lippia sidoides foram as espécies que demonstraram os melhores resultados, inibindo de 65-
100% da atividade enzimética, em ambos os bioensaios. Tais resultados levaram ao fracionamento
bioguiado dos extratos de A. cearensis e L. sidoides levou ao isolamento de 12 cumarinas,
demonstrando a utilidade e praticidade deste tipo de ensaio para a bioprospeccdo de novos farmacos
anticolinesterésicos.

Avaliacao da atividade antimicrobiana -Concentracao inibitéria minima (CIM)

As observacGes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma
relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais prescritos com frequéncia pelos
efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos Maciel*’.
O valor das plantas medicinais, aromaéticas e condimentares é determinado pelos compostos quimicos
especiais, elaborados por elas e que sdo chamados principios ativos®. A Tabela 3 apresenta os
resultados obtidos da atividade antimicrobiana.

Tabela 3: Determinacdo da Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) do extrato metanélico da
semente de Amburana cearensis.

Microrganismos CIM (ug/mL)
Streptococcus. mutans (25175) >1600
Streptococcus oralis (10557) >1600
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 500

Candida albicans (10231) 250
Escherichia coli (ATCC 8739) >1600
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Aligiannis* sugerem uma classificacdo de Concentragdo Inibitdria Minima: CIM até 500 pg/mL
sdo inibidores potentes; CIM entre 600 e 1500 pg/mL sdo inibidores moderados; CIM acima de 1600
pg/mL sdo inibidores fracos. Por isso, pode-se considerar que frente a C. albicans, a A. cearensis
apresentou-se como um forte inibidor de crescimento, pois o valor da CIM foi igual a 250 pg/ mL.
Além disso, a espécie apresenta-se como um inibidor moderado para cepas de Staphylococcus aureus.
Tais resultados mostraram-se diferentes de um estudo realizado no Piaui®®. Nesse estudo, os autores
avaliaram o extrato aquoso das sementes de Amburana cearensis frente a cepas de Sthapylococcus
aureus (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosas (ATCC 25923) e
os resultados demonstraram que ndo houve inibicdo do crescimento bacteriano nas concentragdes e
metodologia empregada.

De fato, é importante destacar que a atividade antimicrobiana pode estar relacionada ndo s6 com
as caracteristicas da planta estudada, como também pelo fato de que diferentes espécies apresentam
diferentes principios ativos, pelas caracteristicas das cepas testadas e da metodologia analitica
empregada®? %2,

Considerac0es Finais

Foram detectados diversos metabolitos no extrato de Amburana cearensis responsaveis por
conferir protecdo para as plantas além de possuirem atividade bioldgica, oferecendo beneficios também
a saude humana. Ademais, foi possivel observar atividade antioxidante para o extrato estudado. Além
disso, a presenca de ndo toxicidade da espécie é fundamental para o desenvolvimento, a posteriori, de
formas farmacéuticas para o cuidado da pele.

De acordo com os dados apresentados, o extrato metandlico da semente de A. cearensis
mostrasse promissor para o tratamentos de doenga de Alzheimer, uma vez que a concentracdo de
inibicdo de acetil colinesterase apresenta-se expressiva. Da mesma forma, o extrato metanodlico,
demonstrasse promissor como potencial medicamento no tratamento frente a C. albicans e S. aureaus.

Estes resultados refor¢cam a necessidade da continuidade do estudo de forma a realizar a parti¢do
do extrato e a purificacdo das fragBes para isolar a(s) molécula(s) responsavel(eis) pelo(s) resultado(s)
observado(s).
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