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RESUMO

A aroeira do sertdo é uma planta muito utilizada na medicina popular, sendo predominante na regido Nordeste do Brasil. As
folhas desta arvore sdo usadas para tratamento de feridas, vaginites, cervicites, hemorroidas, gripe, bronquite e gastrites. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar e identificar os constituintes quimicos presentes nas folhas de Myracrodruon
urundeuvae avaliar a atividade antiflngica e antioxidante do extrato etanélico. A caracterizagdo quimica foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi avaliada também a atividade antifingica do produto natural,
determinando a concentragdo inibitéria minima (CIM) pelo método de microdilui¢do. O método Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP), in vitro, demostrou a atividade antioxidante da amostra. Foram identificado polifendis e flavandides sendo a
luteolina (16,7mg/g), isoquercitrina (15,38mg/g) e apigenina (12mg/g) os constituintes majoritarios. O extrato etanélico ndo
apresentou concentragao inibitoria minina satisfatoria frente as cepas de Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis
que também ndo apresentou grau de modulacdo clinicamente relevante sendo ambos com resultados >1024pg/mL. O extrato
etanolico da aroeira demostrou atividade antioxidante apresentando resultado de 5,00361mg equivalentes de FeSO4 por grama
de extrato. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato etandlico de M. urundeuva é uma fonte alternativa de
produtos naturais, de modo que sdo necessarios mais estudos para a confirmacao da sua eficacia farmacoldgica.
Palavras-Chave: Antifangico. Myracrodruon urundeuva. Plantas medicinais.

ABSTRACT

The mastic of the hinterland is a plant widely used in folk medicine, being predominant in northeastern Brazil. The leaves of
this tree are used to treat wounds, vaginitis, cervicitis, hemorrhoids, influenza, bronchitis and gastritis. The objective of this
study was to characterize and identify the chemical constituents present in the leaves of Myracrodruon urundeuvae evaluate
the antifungal and antioxidant activity of the ethanol extract. The chemical characterization was performed by high-
performance liquid chromatography (HPLC) was also evaluated the antifungal activity of natural products by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution method. The Ferric method. Reducing Antioxidant Power (FRAP)
in vitro has shown the antioxidant activity of the sample. Polyphenols and flavonoids have been identified and luteolin (16,7mg
/ g), isoquercitrin (15,38mg / g) and apigenin (12mg / g) major constituents. The ethanol extract showed no minina satisfactory
inhibitory concentration across the strains of Candida albicans, Candida tropicalis and Candida krusei which also showed no
clinically relevant modulation degree being both with results >1024pg / mL. The ethanol extract of mastic demonstrated
antioxidant activity presenting results equivalents 5,00361mg FeSO4 by extract of grass. The results of this study indicate that
the ethanol extract of M. urundeuva is an alternative source of natural products, so that more studies are needed to confirm its
pharmacological efficacy.
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INTRODUCAO

O ser humano comecgou a usar produtos naturais através do consumo de chas como formas terapéuticas
alternativas para tratar, curar ou prevenir doencas, como também usadas em rituais sagrados. Porém, no século XX, com o
advento da tecnologia dos métodos analiticos que possibilitaram melhores ensaios farmacolégicos, houve um avanco nas
pesquisas de produtos naturais que contribuiram para identificagdo de substancias ativas ao organismo humano (Leite,
2009).

Planta medicinal é qualquer vegetal que possui constituintes ativos de significancia farmacolégica e sejam
utilizados em forma de remédio (Vilella, et al., 2000). Entre as plantas utilizadas para fins terapéuticos esta a aroeira-do-
sertdo (Myracrodruon urundeuvaFr. All), esta é uma arvore bastante usada na medicina alternativa cujas propriedades anti-

inflamatéria, cicatrizante e antimicrobiana sdo comprovadas cientificamente (Santos et al., 1997).
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A aroeira-do-sertdo é da familia Anacardiacea esta presente em varios estados brasileiros onde a predominancia
fica na regido nordeste do pais. Esta arvore é usada na medicina alternativa para tratamento de feridas, vaginites, cervicites,
hemorroidas, gripe, bronquite e gastrites. E devido ao grande uso dessa planta, esta se tornou alvo para pesquisa na busca
de novos farmacos a base de fitoterapicos (Lorenzi, 2002).

Os conhecimentos sobre as propriedades de determinadas plantas tem sido analisado e ampliado para uma
possivel substituigdo ou diminuicdo de farmacos sintéticos os quais produzem efeitos adversos. Tais propriedades estdo
relacionadas aos constituintes produzidos a partir do metabolismo secundario da planta podendo citar compostos como
flavandides, alcaloides, taninos, terpenos entre outros (Barbosa-filho, 1990).

Este trabalho tem como objetivo analisar possivel propriedade antifingica e antioxidante, além de

caracterizar quimicamente a composicdo quimica do extrato etandlico da Myracrodruon urundeuva.

MATERIAIS E METODOS

Obtencéo do material e preparacdo do extrato

As folhas de M. urundeuva foram coletadas na cidade de Penaforte-CE, Brasil, em setembro de 2014 as 08:00hr.
Uma amostra foi depositada nas respectivas colegdes de ervas no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima (HCDAL)
do Departamento de Ciéncias Bioldgicas (URCA) que estd depositada sob o nimero 6760. Preparou-se 144g das folhas
que foram trituradas e submersas em um recipiente com etanol P.A a 70%, 72h depois, o extrato foi filtrado e concentrado
num evaporador rotativo a vacuo (Brasileiro et al., 2006).

Caracterizagdo quimica

Todos os constituintes quimicos foram de grau analitico. Acetonitrilo, acido férmico, acido galico,
acido clorogénico e &cido cafeico foram adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemanha). Catequina, rutina, isoquercitrina,
quercitrina, a quercetina, a luteolina e apigenina foram adquiridos da Sigma ChemicalCo. (St. Louis, MO, EUA) A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi a técnica utilizada para a quantificacdo dos compostos quimicos para
catequina, clorogénico, acidos caféicos, quercitrina, isoquercitrina, quercetina, luteolina, apigenina e rutina, obtidas diante
de uma comparacéo do seu tempo de retencédo e do espectro de absor¢do UV, com o uso dos padrfes comerciais, seguindo
a metodologia de (Laghari et al., 2011). Todas as analises cromatogréficas foram realizadas em temperatura ambiente e
triplicata.

Atividade antifungica e modulatéria

As linhagens dos testes de sensibilidade ao produto natural foi leveduras (isolados clinicos) de Candida
albicans (CA Laboratdrio de Microbiologia 62), Candida krusei (CK Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular
01) e Candida tropicalis (CT Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular 18) onde a determinagdo da CIM
(Concentragdo Inibitoria Minima) foi realizada através do método de microdiluicdo em meio caldo Sabouraud Dextrose
em placas com 96 pocos. Para o teste de modulagéo o antifingico utilizado foi o fluconazol sua acéo foi realizado também
pelo método de microdilui¢do proposto por Coutinho et al., (2008) onde também foram feitos numa placa de microdiluigdo
contendo 96 pocos acrescentando 150pL dos fungos e 150 do meio de cultura em cada pogos em seguida realizou-se a
diluicdo seriada com o antifungico fluconazol até o pendltimo pogo. Os testes foram feitos em triplicata variando nas
concentracdes de 1024 a 1 pg/mL, ficando os ultimos pogos para controle positivo, controle negativo e controle de

esterilidade.
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Ensaio FRAP

Uma modificacdo no método de Strain (1996) para o teste de FRAP foi realizada para as analises das amostras.
As solugdes estoque incluem um tampédo acetato 300mM de pH 3,6 ( 3,1g de acetato de sodio tri-hidratado e adicionar
16ml de acido acético glacial e fazer um volume de 1L com &gua destilada), TPTZ (2,4,6 —tripyridyls- Traizina) 10mM em
40mM HCI e FeClz.6H20 20mM. A solucdo de trabalho foi preparada misturando 25 mL de tampéo de acetato, 2,5 ml
TPTZ e 2,5 ml de FeCls.6H20 na proporgdo de 10:01:01 no momento da utilizac8o. A temperatura da solugdo foi elevada
para 37° C antes de usar. As amostras (0,15 mL) foram misturadas para reagir com 2,85 mL de solu¢do de FRAP durante
30 minutos no escuro em condi¢des ambiente. As amostras foram mensuradas em absorbancia (593nm). A curva 8 padréo
foi linear entre 125 e 1000 mM de FeSOa. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de FeSO4/g de amostras
(Kumar, 2013)

Analises estatisticas

Todas as determinag8es foram realizadas em triplicata e os resultados de testes normalizados através do calculo
das médias geométricas, erro padrdo da média geométrica e desvio padrdo geométricos. Os resultados foram comparados
através de analise de variancia (ANOVA) e a comparacao entre as médias geométricas foi realizada de acordo com teste
de Bonferroni post test sendo considerado significativo quando p<0,001 (Matias et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vérios trabalhos tém caracterizado extratos de plantas com intuito de identificar componentes quimicos que
apresentam efeitos farmacolégicos de interesses clinicos para area da salde, essa identificacdo é importante para avaliagdo
e uso desses fitoterdpicos, uma vez que sdo relatados na literatura efeitos colaterais de alguns compostos (Machado, 2013).

Neste trabalho, a Tabela 1 mostra a composicdo quimica encontrada no extrato etanélico da aroeira-do-sertdo que
teve os componentes identificados e quantificados. O extrato apresentou flavandides e compostos fendlicos. Estes
constituintes sdo conhecidos por possuirem propriedades antioxidantes (Anjo, 2004; Dornas, et al., 2008).

O constituinte luteolina apresentou-se como constituinte majoritario. Na figura 1 representa o perfil da
cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato etandlico da aroeira que revelou a presenga do acido galico (tempo de
retencdo - tR = 11,85 min; pico 1), catequina (tR = 15,07 min; pico 2), o &cido clorogénico (tR = 21,98 min; pico 3), acido
caféico (tR = 25,03 min; pico 4), a rutina (tR = 37,69 min; pico 5), quercitrina (tR = 41,27 min; pico 6), isoquercitrina (tR
= 44,81 min; pico 7), quercetina (tR = 48,19 min; pico 8), luteolina (tR = 51,46 min; pico 9) e apigenina (tR = 59,92 min;
pico de 10).

Tabela 1: Composigao quimica do extrato etanolico de Myracrodruon urundeuva.

Aroeira LD LQ
Componentes mglg pg/MI pg/MI
Acido galico 5.63 +0.01 0.015 0.049
Catequina -- 0.028 0.093
Acido clorogénico 1.85+0.01 0.008 0.025
Acido cafeico - 0.011 0.037
Rutina 1.97 £ 0.03 0.023 0.076
Quercitrina -- 0.017 0.058
Isoquercitrina 15.38 £ 0.01 0.009 0.028
Quercetina 8.29 + 0.02 0.034 0.113
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Luteolina 16.70 £ 0.01 0.026 0.085
Apigenina 12.05 +£0.03 0.011 0.036
Os resultados sdo expressos como médias + desvio padrdo (DP) de trés determinagdes. Médias seguidas por letras
diferentes diferem pelo teste de Tukey onde p <0,05. LD: Limite de Detec¢do e LQ: Limite de quantificacéo.

Figura 1: Representacéo do perfil de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do extrato etandlico de

Myracrodruon urundeuva.
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O 4cido galico (pico 1), &cido clorogénico (pico 3), rutina (pico 5), isoquercitrina (pico de 7), quercetina (pico de 8),
luteolina (pico 9) e apigenina (pico 10).

Nos estudos de Souza (2012) foram identificados no extrato etandlico de M. urundeuva presenca de acido galico,
galato de metila, galato de etila, acido protocatecuico, &cido clorogénico e éacido eldgico, quercetina e acido galoilgalico de
modo que as trés primeiras estavam em maior quantidade. Machado (2013) identificou galatoninos e derivados de &cido galicos.
No trabalho realizado por S& (2008) com extrato metandlico foram identificados flavandides como luteolina e fenélicos como
acido galicos porém ndo apresentaram alcaldides, polifendis e terpendides. Essas substancias séo instaveis frente a solvolise,
uma vez que isto influéncia na estabilidade do extrato que pode sofrer modificagfes significativas durante as etapas de extracdo
e processamento do extrato, o que influéncia na produgdo de um fitoterapico (Souza, 2012). Nas pesquisas de Carvalho (2012)
0 extrato aquoso da aroeira do sertdo foi positivo para pesquisas de saponinas. Esta substancia é parte do sistema de defesa das
plantas indicada fitoprotetora (Francis, 2002). Outros estudos tém apontado a presenca de taninos, que sdo componentes
responsaveis pela resisténcia a degradagdo natural da planta, além de taninos a M. urundeuva apresenta chalconas diméricas
que também colabora para os seus efeitos farmacoldgicos (Schofield, 2001; Viana, 2003). Nobre-Janior et al., (2009)
demostraram que o componente quimico chalcona teve efeito neuroprotetor capaz de reduzir o estresse oxidativo.

Com base nessas pesquisas novos farmacos podem ser produzidos a partir do isolamento e purificagdo de agentes
farmacoldgicos encontrado nas plantas que podem ser usados para a cura de varias enfermidades, além de orientar 0 manejo
do uso adequado dessas plantas (Dantas, 2006)

Na avaliacdo da atividade antiflingica nos testes de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) frente as cepas de Candida
albicans, Candida krusei e Candida tropicalis foram obtidos resultados >1024pg/mL. O extrato etandlico ndo apresentou grau
de modulacédo clinicamente relevante perante as mesmas cepas, pois 0s teste com antifingico fluconazol também foi de

>1024pg/mL como mostra o Grafico 1.
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Grafico 1: Modulacéo da agéo antifungica do Fluconazol frente as linhagens de Candida albicans (CA LM 62), Candida

krusei (CKLMBM 01) e Candida tropicalis (CT LM 18), na presenga e na auséncia do extrato etanélico de Myracrodruon

urundeuva.
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Estes resultados sdo semelhantes aos de Gomes (2011), pois as cepas de candidas testadas ndo apresentaram
sensibilidade ao extrato, no entanto sua metodologia foi realizada através do método de difusdo em &gar conhecida como técnica
do disco. Diferentemente dos testes de Alves (2009) onde a casca do caule da aroeira-do-sertdo apresentou atividade antifingica
frente as cepas de C.albicans, C. kruseie C. tropicalis. Outros autores também descreveram acdo antifiingica do extrato da folha
da aroeira sob os fungos Colletotrichum gloeosporioides e Corynespora cassiicola (Naruzawa, 2011). Boniféacio (2014) usou
a metodologia de microdiluigdo em meio liquido e constatou que a M. urundeuva demostrou atividade antifungica frente a cepa
C. albicans onde o extrato etandlico das folhas apresentou CIM=125 pg/mL sendo considerado um resultado clinicamente
relevante. No entanto, Nogueira et al. (2007), diz que variagdo de rendimento de metabdlitos vegetais secundarios e
concentragcdo de constituintes, podem ser causadas por diversas varidveis ambientais, interferindo nas propriedades
farmacoldgica das plantas, o que possivelmente explica a diferenca de resultados encontrados no presente estudo com outros
autores.

As infeccOes fungicas conhecidas como micoses tém sido um grande desafio aos clinicos por serem dificil o
diagndstico e as terapias das infec¢des causadas por esses agentes. O género Candida acomete paciente exposto ao um enorme
espectro de diversidade, no entanto, infecdes cutaneas e mucosas podem ser documentadas em pacientes saudaveis, mas em
menor grau de gravidade. Em contrapartida, infec¢des sistémicas comprometem 6rgdos como figado, estdmago, pulmdes, rins
entre varios outros podendo inclusive levar a 6bito. O tratamento de infec¢Bes flngicas sistémicas é mais complicado que as
infecgBes bacterianas (Barbedo ; Sgarbi 2010).

Os resultados obtidos neste estudo para atividade antioxidante demonstram que o extrato etanélico de Myracrodruon
urundeuvaapresentou resultado de 5,00361mg equivalentes de FeSOa4 por grama de extrato, destacando-se na capacidade de
reduzir Fe*3 a Fe*?, fato este que pode ser justificado pela retencdo de compostos fendlicos e flavonoides que podem contribuir
diretamente para a atividade antioxidante (Moraes-braga, 2012).

Estes resultados corroboram com as pesquisas de Costa (2011), Franca (2012), Sa (2008) e Morais-braga

(2012) onde nestes estudos o extrato de M. urundeuva apresentou atividade antioxidante, no entanto a metodologia
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utilizada foi da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de acordo com o método descrito
por Rufino e colaboradores (2007).

A capacidade de reducdo de um composto pode indicar relevante atividade antioxidante (Kumar, 2013). O ferro é
essencial para a vida, pois tem é responsavel pelo transporte de oxigénio, respiragao e acelera reagdes oxidativas de lipideos e
outras biomoléculas celulares (Smith, 1992).

Pesquisadores também estudaram a acéo antioxidante pelo método de FRAP do extrato etandlico e fragdes das folhas
de Lygodium venustum que também apresentou agéo antioxidante onde a atividade redutora de ferro foi de 42,64mg equivalente
de FeSO4 (Figueredo, 2014).

A partir dos estudos obtidos é possivel evidenciar que os produtos naturais apresentam significativa atividade
antioxidante por reduzir o ferro. Essa atividade é possivel devido a presenca de fendis e flavandides que evita danos celulares

causados por espécies reativas de oxigénio através da reducdo de ions de metais de transigao (Duh, 1999).

CONCLUSAO

Pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel identificar e quantificar no extrato hidroetandlico
das folhas de Myracrodruon urundeuva a presenca de conteldos fendlicos e flavandides que sdo substancias
farmacologicamente ativas. Quanto ao seu potencial antifingico in vitro as folhas ndo apresentaram resultados clinicamente
relevantes, no entanto a literatura relata que as folhas desta espécie apresentam potencial antifingico relevante de modo que a
modulagdo com antifingicos convencionais sdo mais efetivos. A M. urundeuva também apresentou a capacidade satisfatoria

de seqiestrar radicais livres, corroborando com estudos prévios.
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