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RESUMO

Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, Leguminosae-Mimosoideae, € uma espécie exdtica,
vastamente difundida no Sul do Brasil. Avaliagbes fitoquimicas demonstraram flavonadides,
taninos, compostos fendlicos e esteroides/triterpenoides nas flores; alcaloides, cumarinas,
flavonoides, taninos, compostos fendlicos, quinonas e esteroides/triterpenoides nas folhas.
Para o conteudo de compostos fendlicos, utilizando o reativo de Folin Ciocalteu, a fragcao
acetato de etila das flores e das folhas demonstrou os maiores teores. As fragcbes hexanica,
diclorometano e acetato de etila e o residuo dos extratos etandlicos das flores e das folhas
foram submetidos a métodos cromatograficos para o isolamento de substéncias. Como
substancias fendlicas majoritarias foram obtidas as flavanonas 5-$-D-glicosil-naringenina e
naringenina, e a B-dicetona 16, 18 tritriacontanodiona. As anadlises da atividade antibacteriana
(bioautografia, difusdo em disco e concentracao inibitéria minima) demonstraram ser mais
ativa a fracdo acetato de etila das flores e das folhas, inibindo cepas bacterianas gram
positivas e gram negativas, em graus varidaveis. Para as substancias isoladas, nas
concentracoes testadas, apenas a naringenina foi ativa. Para a agdo antioxidante, utilizando o
radical livre 2,2-difenil, 1-picrilhidrazil (DPPH), formacdo do complexo fosfomolibdénio e o
teste TBARS, destaque especial também apresentou a fragao acetato de etila, demonstrando-
se até mais ativa que os padrdes utilizados, dependendo da técnica que foi utilizada. As
flavanonas isoladas também demonstraram atividade, ainda que em menor grau que suas
fracOes originarias; para a 16, 18 tritriacontanodiona esta atividade foi muito discreta. Na
avaliacdo de toxicidade geral pela Artemia salina, a fracdo diclorometano obtida das flores
demonstrou ser a mais citotdxica nestes ensaios. Sobre o potencial alelopatico, observado
nas sementes de Lactuca sativa, variedade Baba, para as amostras obtidas das flores e das
folhas, embora ndo tenham afetado a germinagao desta plantula, ocasionaram significativas
influéncias no seu crescimento, quando comparadas ao controle. As substancias isoladas
também apresentaram efeitos significativos no crescimento, contribuindo na atividade

alelopatica verificada com as suas fragbes de origem.

Palavras-chave: Acacia podalyriifolia, compostos fendlicos, flavanonas, B-dicetonas, 16, 18

tritriacontanodiona, antibacteriana, antioxidante, citotoxicidade, alelopatico.



ABSTRACT

Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, Leguminosae-Mimosoideae, is an exotic species,
widely distributed in southern Brazil. Phytochemical evaluations performed showed the
presence of flavonoids, tanines, phenolic compounds and steroids/terpenoids in the flowers,
while the material obtained from the leaves were ascertained alkaloids, coumarins, flavonoids,
tanines, phenolic compounds, quinones, and steroids/terpenoids. In determining the content of
phenolic compounds using the Folin Ciocalteu reagent, the ethyl acetate fractions from the
flowers and the leaves had presented the greatest content of phenolic compounds. The
hexane, dichloromethane and ethyl acetate fractions and the residue which precipitated in the
obtaining of ethanol extracts from the flowers and leaves were submitted to chromatographic
methods for the isolation of substances. As isolated and identified phenolic major compounds
from the flowers and the leaves were obtained the flavanones 5-f-D-glicosil-naringenine and
naringenine, and the [(-diketone denominated 16, 18 ftritriacontanedione. The analysis of
antibacterial activity, carried out by bioautography, disk diffusion and minimum inhibitory
concentration proved that the ethyl acetate fraction obtained from both the leaves and flowers,
is the most active, inhibiting gram positive and gram negative bacterial strains, in degrees
variable depending on the strain used. For the isolated compounds, in the evaluated
concentrations, only naringenin has demonstrated antibacterial action. For the antioxidant
activity, performed by the methodologies which employ the free radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), phosphomolybdenum complex formation and TBARS test, it should be
specially noted that it also showed the ethyl acetate fraction, demonstrating to be even more
active than the standards used, depending on which technique was used. The isolated
flavanones demonstrated antioxidant activity, although lower than the played by the original
fractions; for the 16, 18 tritriacontanedione, this activity was very slight. In the evaluation of
general toxicity using the Artemia salina, the dichloromethane fraction obtained from the
flowers proved to be the most cytotoxic in these assays. Regarding the allelopathic potential
observed on the seeds of Lactuca sativa, variety “Baba”, against the samples obtained from
flowers and leaves, although it has not affected the germination of seedlings, caused
significant influences on the growth when compared to control. The isolated compounds
presented significant effects on seedling growth, contributing to the allelopathic activity

observed with their origin fractions.

Keywords: Acacia podalyriifolia, phenolic compounds, flavanones, [B-diketones, 16, 18
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas no controle de diversas enfermidades e pragas tem
sido pratica comum por populagdes de todos os continentes, desde periodos

remotos.

Uma grande variedade de vegetais vem sendo utilizado no Brasil e em varios
paises como fonte alternativa de medicamentos. Apenas no Brasil, estima-se que
pelo menos 25% do faturamento da industria farmacéutica nacional esteja
relacionado com produtos derivados de plantas (GUERRA; NODARI, 2001).

A riqueza da biodiversidade da flora brasileira, associada aos levantamentos
etnobotéanicos, etnofarmacoldgicos, farmacognésticos e fitoquimicos, permitiram aos
pesquisadores isolar substancias biologicamente ativas a partir de diferentes
espécies vegetais. Estas substancias podem se constituir em modelos tanto para a
sintese de farmacos como de outros produtos de interesse diverso, como a
aplicacao na agricultura (GUERRA; NODARI, 2001; YUNES; CECHINEL FILHO,
2001).

Os produtos naturais de origem vegetal apresentam uma ampla arquitetura
molecular, constituindo-se numa importante fonte de substancias-modelo,
fundamentais na pesquisa para se atingir diferentes alvos biologicos (YUNES;
CECHINEL FILHO, 2001). Esta variedade de substancias quimicas nas plantas

pode ser proveniente do metabolismo primario ou secundario.

Do metabolismo primario resultam os carboidratos, as proteinas e as
gorduras, essenciais a todos os seres vivos e que podem ser utilizados na
alimentacdo tanto dos seres humanos quanto de outros animais. Através de rotas
bio-sintéticas diversas, os produtos do metabolismo primario originam substancias
do metabolismo secundario. As substancias do metabolismo secundario sdo
necessarias tanto para a sobrevivéncia e preservagao das espécies vegetais,
garantindo sua reproducdo, assim como também pelas interagbes planta-planta,
denominada alelopatia, com interferéncias na germinagdo e no crescimento de
outros vegetais, favorecendo ou prejudicando seu desenvolvimento (MEDEIROS,
1990; POSER; MENTZ, 2001).
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Os metabdlitos secundarios sao encontrados normalmente em concentragoes
bem mais baixas que as substancias do metabolismo primario. Podem ser
classificados em diferentes categorias, como flavonoides, taninos, cumarinas, acidos
fendlicos, compostos quinoides, alcaloides, saponinas, esteroides/triterpenoides,
dentre outros, estando presentes em determinados grupos de plantas. As atividades
biologicas encontradas nestas plantas estdo geralmente relacionadas as
substancias do metabolismo secundario (POSER; MENTZ, 2001).

Dentre os inumeros exemplares cultivados no Brasil, o género Acacia é
amplamente difundido, principalmente na regido Sul, com aplicagdes diversas:
extragdo de taninos; programas de reflorestamento ou como planta ornamental
(BURKART, 1979).

Estudos quimiotaxonédmicos relacionam o género Acacia como reconhecida
fonte de substancias fendlicas (KERBER; SILVA, 1993; ANDRADE et al., 2003 a), os
quais apresentam uma variedade de agdes bioldgicas (DUROUX et al., 1998), dentre
as quais se ressaltam as atividades antibacteriana e alelopatica. Além disto, também
sdo encontrados inumeros trabalhos sobre atividade antiinflamatéria, antioxidante e
antitumoral (ANDRADE et al. 2003 a; MEERA et al. 2005).

Os microorganismos patogénicos vém se apresentando cada vez mais
resistentes aos antibidticos atualmente disponiveis, 0 que leva a busca por novas
substancias de estrutura quimica diversa, que atuem como agentes antimicrobianos,
obtidos a partir de fontes naturais (SUTCLIFFE, 2003).

O oxigénio molecular e seus radicais sdo os reagentes mais importantes na
bioquimica dos radicais livres nas células aerdbicas (CHEESEMAN; SLATER, 1996).
O termo “espécies reativas de oxigénio” inclui os radicais livres contendo oxigénio e
espécies nao radicalares como o perdxido de hidrogénio e o oxigénio singlete
(GOTH; VITAI, 2003; GULCIN et al., 2003).

As células do organismo humano s&o continuamente atacadas por estas
espécies reativas de oxigénio. Em situagdes patoldgicas ou fisiolégicas nas quais
haja desequilibrio entre a geracdo destas e a sua inativagdo pelos sistemas
antioxidantes, pode haver danos em componentes celulares, com consequente
envolvimento no envelhecimento e na génese de inumeras doengas tais como
inflamac&o crénica, aterosclerose e cancer (AL-MAMARY et al.,, 2002; YORBIK et
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al., 2002; GULCIN et al., 2003). Muitas substancias obtidas das plantas tém se
mostrado eficientes como removedores de espécies reativas de oxigénio,
protegendo o corpo humano contra a sua atuagdo, bem como retardando o
aparecimento de doengas cronicas (GULCIN et al., 2003). Neste sentido,
considerou-se relevante a avaliacdo de antioxidantes na prevencdo do estresse
oxidativo provocado por agentes oxidantes.

A pesquisa por novas drogas com atividade citotoxica tem sido muito incentivada
para uma possivel utilizacdo no tratamento do cancer. No entanto, as técnicas
disponiveis para a avaliagéo de citotoxicidade demandam grande disponibilidade de
recursos e de tempo, o que muitas vezes dificulta a execugao destes trabalhos.
Diversos pesquisadores que atuam no desenvolvimento de novas drogas
antitumorais obtidas de produtos naturais tém demonstrado correlagdes positivas
entre a letalidade da Artemia salina frente a estes produtos e a citotoxicidade, sendo
inclusive esta técnica recomendada como um efetivo ensaio preliminar para avaliar a
citotoxicidade e atividades antitumorais (MEYER et al., 1982; ANDERSON et al.,
1991; SILVA et al.,2009).

Além das atividades farmacoldgicas que os metabdlitos secundarios possam
exercer, a presenca de substancias com acado alelopatica pode influenciar a
obtencao de matéria-prima vegetal para a producgao de fitoterapicos. As substancias
aleloquimicas podem afetar a produtividade, além de se constituir em uma
alternativa ao uso dos defensivos agricolas, propiciando maior seguranga, menores
efeitos deletérios ao ecossistema e custos reduzidos (CHOU, 1998). A busca por
herbicidas que possam ser extraidos de fontes naturais € essencialmente importante
para as plantas medicinais, uma vez que nao € recomendado o uso de agrotoxicos
sintéticos no cultivo das mesmas, pois pode haver contaminacdo com residuos
toéxicos, ocasionando problemas para a saude, como também reduzindo a
concentragao dos principios ativos do vegetal (REIS; MARIOT, 2001).

A escassez de estudos fitoquimicos para a Acacia podalyriifolia, integrante de
um género que apresenta um grande numero de espécies com importantes
atividades biologicas, muitas destas atribuidas aos compostos fendlicos, com
predominancia dos efeitos alelopaticos e das ag¢des antimicrobiana, citotoxica e

antioxidante, aqui avaliadas, motivou a realizagédo deste trabalho de pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo quimica majoritaria das flores e das folhas de Acacia
podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, com énfase nas substancias fendlicas, bem como
testar algumas de suas atividades biologicas possiveis (antibacteriana, antioxidante,

citotoxidade e alelopatica).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter o extrato etandlico, as fragbes hexanica, diclorometano e acetato de etila
das flores e das folhas de Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don., por meio de
Sohxlet;

b) Realizar a triagem fitoquimica do extrato etandlico e suas fragdes das flores e
folhas;

c) Realizar a determinacdo do conteudo de compostos fendlicos do extrato
etandlico e fragdes obtidos das flores e das folhas, empregando o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu;

d) Isolar, purificar e identificar substancias fendlicas majoritarias das fragdes
hexanica, diclorometano e acetato de etila das flores e folhas empregando
métodos cromatograficos classicos;

e) Examinar possivel agdo antibacteriana do extrato etandlico, suas fragcées e das
substancias isoladas, das flores e folhas, contra patégenos humanos gram-
positivos e gram-negativos, utilizando bioautografia, difusdo em disco e
determinagao da concentragdo inibitoria minima;

f) Testar possivel atividade antioxidante (in vitro) do extrato etandlico, suas fragdes
e substancias isoladas, das flores e folhas, através de metodologias envolvendo
a formacédo do complexo fosfomolibdénio, o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) e inibicdo da peroxidagédo lipidica utilizando o teste TBARS
(espécies reativas do acido tiobarbiturico);
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g) Avaliar a citotoxidade geral do extrato etandlico, suas fragdes e das substancias
isoladas, das flores e folhas, utilizando a Artemia salina.

h) Estudar a atividade herbicida potencial ou de estimulo ao crescimento vegetal,
através de interacdes alelopaticas, do extrato etandlico, das suas fracdes e das
substancias isoladas, das flores e folhas, verificando os seus efeitos na

germinacgao e no crescimento de Lactuca sativa.
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REVISAO
3.1 ENQUADRAMENTO TAXONOMICO
A Tabela 1 representa o enquadramento taxonémico de Acacia podalyriifolia A.
Cunn. ex G. Don., segundo os sistemas estabelecidos por ENGLER (JOLY,1998) e

CRONQUIST (1988).

TABELA 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Acacia podalyriifolia A. CUNN.
EX G. DON, SEGUNDO ENGLER (JOLY, 1998) E CRONQUIST (1988)

ENGLER CRONQUIST
CLASSIFICACAO
CLASSE Dicotyledonea Magnoliopsida
SUBCLASSE Archichlamydeae Rosidae
ORDEM Rosales Fabales
FAMILIA Leguminosae Mimosaceae
SUBFAMILIA Mimosoideae
GENERO Acacia Acacia
ESPECIE podalyriifolia podalyriifolia
NOME Acacia podalyriifolia Acacia
A. Cunn. ex G. Don. podalyriifolia
A. Cunn. ex G.
Don.

3.1.1 Género Acacia:

3.1.1.1 Caracteristicas Gerais:

O género Acacia é um dos maiores nas Angiospermas, apresentando mais de
1.350 espécies (SEIGLER, 2003). As espécies deste género podem se apresentar
como arvores, arbustos ou trepadeiras lenhosas, contendo espinhos ou aculeos, raras

vezes inermes na América. As folhas sao bipinadas, multijugadas ou reduzidas a
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filodios (folhas modificadas que apresentam limbo reduzido e peciolo alargado)
(BURKART, 1979; DUARTE; WOLF, 2005; MEERA; CHANDER; KALIDHAR, 2005).
As flores sdo pequenas, hermafroditas ou poligamas. A casca € geralmente um
poderoso adstringente e ténico. Muitas espécies apresentam goma (MEERA,;
CHANDER; KALIDHAR, 2005).

Sao encontradas em regides tropicais e subtropicais, sendo muito abundantes
em savanas e matas, bem como em matas xerdfitas, na América tropical, Africa, Asia
e Australia, sendo nesta ultima onde se encontra a maioria das espécies,
manifestando um extraordinario endemismo e proliferagdo evolutiva de espécies com
filodios (BURKART, 1979).

3.1.1.2 Aplicagdes e usos:

O cultivo de espécies pertencentes ao género Acacia € amplamente difundido no
Brasil, principalmente na regido Sul, com aplicagdes diversas: como ornamental; em
curtumes; em perfumaria; para extragao de gomas; na fixagado de dunas; na formagéao
de cercas vivas, com as espécies aculeadas (BURKART, 1979; CORREA, 1984).

Estudos etnobotanicos revelaram que diferentes espécies de Acacia tém sido
empregadas no tratamento das mais diversas patologias. Na Somalia utiliza-se a
goma de A. tortilis, conhecida como Qurac, contra a asma (HAGOS; SAMUELSSON,
1988). No tratamento de enfermidades do trato respiratério, diarréias e hemorréidas &
utiizada Acacia nilotica, devido as suas propriedades tbénicas, adstringentes e
estimulantes (NABI et al., 1992). No Zimbabue esta planta é utilizada no tratamento
de doencas sexualmente transmissiveis (KAMBIZI; AFOLAYAN, 2001). Acacia
mellifera e A. kirkii sdo utilizadas no tratamento do cancer; na amenorréia é
empregada A. pentagona; em crises asmaticas € utilizada A. polycantha; na
esquistossomose é empregada A. robusta (CHHABRA et al., 1990); no tratamento de
doencas da pele é utilizada A. concinna (SEKINE et al., 1997).

Inumeras atividades biolégicas descritas para espécies de Acacia foram
confirmadas em ensaios utilizando diferentes extratos e também para substancias

obtidas do fracionamento destes, as quais encontram-se aqui apresentadas.
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- Atividade alelopatica: muito pesquisada no género Acacia, sendo referenciada
para Acacia albida (BHEEMAIAH et al., 1992); A. aulacocarpa (CHOU et al., 1998); A.
auriculiformis (JADHAV; GAYNAR, 1992; RAO et al., 1994; DHAWAN et al., 1995;
BARMAN et al., 1997; CHOU et al., 1998; BORA et al., 1999; JOHN; NAIR, 1999;
HOSSAIN et al., 2002; KRISHNA et al., 2005; DJEGO; SINSIN, 2006); A. cincinnata
(CHOU et al., 1998); A. confusa (CHOU et al., 1998); A. crassicarpa (CHOU et al.,
1998); A. cyclops (RUTHERFORD; POWRIE, 1993); Acacia dealbata (CASAL et al.,
1985; CARBALLEIRA; REIGOSA, 1999); A. holoserica (SRINIVASAN et al., 1990); A.
leptocarpa (CHOU et al., 1998); A. leucophloea (PRABAKARAN; VIJAYALAKSHIMI,
2005); A. longifolia (PEITZ, 2003); A. mangium, (CHOU et al., 1998; DJEGO; SINSIN,
2006); A. mellifera (SANKER; RAIl, 1993); A. mollissima (A. mearnsii) (KITOU;
YOSHIDA, 1993; GONZALEZ et al., 1995; SCHUMANN et al., 1995; KITOU;
YOSHIDA, 1998); A. nilotica (A. arabica) (SWAMINATHAN et al., 1989; KOUL et al.,
1991; SINGH; LAKSHMINARAYANA, 1992; SHARMA; SAXENA, 1993; DHAWAN et
al., 1995; KAMAL et al., 1997; CHANNAL et al, 2000; PRABAKARAN;
VIJAYALAKSHIMI, 2005); A. polystachya (CHOU et al., 1998); A. senegal (FADL et
al., 1997) e A. tortilis (MANJIT et al., 1991; ANURAG et al., 1996; CHOU et al., 1998).

- Analgésica/antipirética/antiinflamatoria: demonstrada para A. adsurgens
(LI et al, 2003); A. ancistrocarpa (LI et al, 2003); A. catechu (RAY;
SHARATCHANDRA; THOKCHAM, 2006; ALTAVILLA; SQUADRITO, 2009); A.
confusa (WU et al., 2008); A. cornigera ( MALDINI et al., 2009); A. ehrenbergiana
(RISK et al., 1985); A. farnesiana (TRIVEDI et al., 1986; LIN et al., 2009); A. karro
(ADEDAPO et al., 2008); A. melanoxylon (POLYA; FOO, 1994); A. nilotica (A. arabica)
(DAFALLAH; AL-MUSTAFA, 1996; SEEMA; MASSOD; DAR, 2002; ROHINI et al.,
2003; ELDEEN et al., 2005; CHAUBAL et al., 2006); A. pennata (DONGMO et al.,
2005); A. rehmanniana (McGRAW et al., 1997); A. saligna (EL-SAWI et al., 2003); A.
seyal (ELDEEN; VAN STADEN, 2008); A. sieberiana (ELDEEN et al., 2005) e A.
victoriae (HARIDAS et al., 2004).

- Antiagregante plaquetaria: agao detectada por SHAH et al. (1997) para A.
nilotica.

- Antibacteriana: muito avaliada neste género, pode ser verificada com A.
angustissima (HOFFMANN et al.,, 1993); A. asak (AL-FATIMI et al., 2007); A.
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auriculiformis (MANDAL et al., 2005; PENNACCHIO et al., 2005); A. aroma (ARIAS et
al., 2004); A. bivenosa (PENNACCHIO et al., 2005); A. catechu (VALSARAJ et al.,
1997; AHMAD; MEHMOOD; MOHAMMAD,1998; RANI; KHULLAR, 2004;
VORAVUTHIKUNCHALI et al., 2004; VORAVUTHIKUCHAI; LIMSUWAN, 2006; SAINI
et al., 2008; PATEL; KUMAR; BHATT, 2009); A. constricta (SALAZAR et al., 2008); A.
ehrenbergiana (YOUNIS; ELMEGEED; NASSAR, 2003); A. erioloba (PRETORIUS;
MAGAMA; ZIETSMAN, 2003); A. farnesiana (WASSEL et al., 1992; SOTOHY et al.,
1995; GARCIA et al., 2006); A. galpinii (KATERERE; ELOFF, 2004); A. harala
(ALASBAHI et al., 1999); A. karroo (PRETORIUS; MAGAMA; ZIETSMAN, 2003;
KATERERE; ELOFF, 2004); A. kempeana (PALOMBO; SEMPLE, 2001; 2002); A. koa
(BUSHNELL et al., 1950); A. leucophloea (SRIVASTAVA, S. K.; AGNIHOTRI, V. K,
1984; PRABAKARAN; VIJAYALAKSHMI, 2005; PARIDHAVI; AGRAWAL, 2006); A.
longifolia (PEITZ et al., 2003); A. mellifera (KHAN et al., 1980; MUTAI et al., 2009); A.
mellipra (ALMAGBOUL et al., 1985); A. mollissima (A. mearnsii) (DIGRAK et al., 1999;
SMITH et al., 2003); A. nilotica (A. arabica) (KHAN et al., 1980; ERAWARAMURTHY
et al., 1989; CHHABRA; UISO, 1991; CHANDEL et al. 1992; NABI et al., 1992;
WASSEL et al.,, 1992; CLARK et al.,, 1993; SOTOHY et al., 1995; AKHTAR et al.,
1997; AHMAD et al., 1998; ALMAGBOUL et al., 1988; BAGCHI et al., 1998; OMER et
al., 1998; KHAFAGI, 1999; MUSTAFA et al., 1999; SATISH et al., 1999; ALMAS,
2001; KAMBIZI; AFOLAYAN, 2001; ALI; PATRA; DWIVEDI, 2001; RANI; KHULLAR,
2004; ELDEEN et al.,, 2005; HALIMA; KHAN; ABDUL, 2005; PRABAKARAN;
VIJAYALAKSHMI, 2005; PHADNIS; TAKTE; SINGH, 2006; AL-FATIMI et al., 2007;
SAINI et al., 2008); A. polyacantha (ALMAGBOUL et al., 1998); A. raddiana
(KHAFAGI; DEWEDAR, 2000); A. robusta (KHAN et al., 1980); A. salicina (CHATTI et
al., 2009); A. senegal (KHAN et al., 2000; ALI et al., 2001); A. sieberiana (KHAN et al.,
1980; RABE; STADEN, 1997; KATERERE; ELOFF, 2004; ELDEEN et al., 2005); A.
robusta (KHAN et al., 1980); A. tetragonophylla (PALOMBO; SEMPLE, 2001); A.
tortilis (AL-FATIMI et al., 2007) e Acacia xanthophloea (CHHABRA; UISO, 1991;
LALL; MEYER, 1999; KATERERE; ELOFF, 2004).
- Antidiarreica: obtida para A. catechu (RAY; SHARATCHANDRA;
THOKCHAM, 2006) e A. nilotica (ALI; PATRA; DWIVEDI, 2001; AGUNU et al., 2005).
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- Antifungica: apresentada para A. angustissima (HOFFMANN et al., 1993); ); A.
auriculiformis (MANDAL et al., 2005; MIHARA et al, 2005); A. catechu
(JANARDHANAN et al., 1963; VALSARAJ et al., 1997; TRIPATHI; DUBEY, 2003;
SAINI et al., 2008); A. concinna (BABU et al., 2000; AHMED; ANSARI,
PORCHEZHIAN, 2002; PATIL; KULKARNI, 2002; EVIJAYAKUMAR et al., 2006); A.
coneini (TRIPATHI et al., 2006); A. erioloba (PRETORIUS; MAGAMA; ZIETSMAN,
2003); A. farnesiana (RODRIGUEZ; MORALES; RAMIREZ, 2000; TRIPATHI; DUBEY,
2003); A. harala (ALASBAHI; SAFIYEVA; CRAKER, 1999); A. loculata (GRAINGE;
AHMED, 1988); A. karoo (PRETORIUS; MAGAMA; ZIETSMAN, 2003); A.
leucophloea (JAGANNATHAN; SIVAPRAKASAM, 1996; PARIDHAVI;, AGRAWAL,
2006); A. mangium (MIHARA et al., 2005); A. mollissima (A. mearnsii) (DIGRAK et al.,
1999); A. nilotica (A. arabica) (JANARDHANAN et al., 1963; RENU, 1983;
ERAWARAMURTHY et al., 1989; SUNDRIYAL, 1991; NABI et al., 1992; SITANSU;
DEB, 1997; BHARGAVA; SRIVASTAVA; KUMBHARE, 1998; THIRIBHUVANAMALA;
NARASIMHAN, 1998; MUSTAFA et al., 1999; ALI et al., 2001; MURUGESAN et al.,
2002; TRIPATHI; DUBEY, 2003; MEENA et al., 2004; HALIMA; KHAN; ABDUL, 2005;
HAMZA et al., 2006; SAINI et al., 2008); A. pennatula (SANCHEZ; CHE; SANCHEZ,
2005); A. pulchella (ALEXANDER et al., 1978; WHITFIELD et al., 1981); A. raddiana
(KHAFAGI; DEWEDAR, 2000); A. robusta (HAMZA et al., 2006) e A. senegal (ALI et
al., 2001).

- Antioxidante: apresentada por A. auriculiformis (MIHARA et al., 2005; SINGH
et al., 2007); A. catechu (PARK; BOO, 1991; NAIK et al., 2003; CAIl et al., 2006;
SURVESWARAN et al.,, 2007); A. concinna (SOOGARUM; WIWANITKIT;
SUWANSUKSRI, 2005); A. confusa (CHANG et al., 2001; WU et al., 2005; TUNG et
al., 2007); A. ehrenbergiana (AL-MAMARY et al.,, 2002); A. galpinii (KATERERE;
ELOFF, 2004); A. karroo (KATERERE; ELOFF, 2004); A. mangium (MIHARA et al.,
2005); Mel obtido do pdlen de espécies de Acacia (MEDA et al., 2005; BLASA et al.,
2006); A. melanoxylon (POLYA; FOO, 1994); A. nilotica (A. arabica) (SALEEM et al.,
2001; SINGH et al., 2009); A. pennata (THALANG et al., 2001; CHANWITHEESUK et
al., 2005); A. raddiana (DUDAI et al., 2008); A. salicina (BOUHLEL et al., 2007; 2009;
MANSOUR et al., 2007; CHATTI et al., 2009), A. senegal (MARWAH et al., 2007); A.
sieberiana (KATERERE; ELOFF, 2004); A. victoriae (HANAUSEK et al., 2001;
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HARIDAS et al., 2001; 2004; MUJOO et al., 2001) e Acacia xanthophloea (KATERERE;
ELOFF, 2004).

- Antiparasitaria, moluscicida, algicida: verificada com A. auriculiformis
(MIHARA et al., 2005; SINGH et al., 2007); A. catechu (PARK; BOO, 1991; NAIK et
al., 2003; CAl et al., 2006; SURVESWARAN et al., 2007); A. concinna (SOOGARUM,;
WIWANITKIT; SUWANSUKSRI, 2005); A. confusa (CHANG et al., 2001; WU et al.,
2005; TUNG et al., 2007); A. cyanophylla (AKKARI et al., 2008); A. ehrenbergiana
(AL-MAMARY et al.,, 2002); A. galpinii (KATERERE; ELOFF, 2004); A. karroo
(KATERERE; ELOFF, 2004); A. mangium (MIHARA et al., 2005); A. mearnsii (CENCI
et al., 2007); Mel obtido do pdlen de espécies de Acacia (MEDA et al., 2005; BLASA
et al., 2006); A. melanoxylon (POLYA; FOO, 1994); A. nilotica (A. arabica) (SALEEM
et al., 2001); A. pennata (THALANG et al., 2001; CHANWITHEESUK et al., 2005); A.
salicina (BOUHLEL et al., 2007; MANSOUR et al., 2007); A. salicina (CHATTI et al.,
2009), A. senegal (MARWAH et al., 2007); A. sieberiana (KATERERE; ELOFF, 2004);
A. victoriae (HANAUSEK et al., 2001; HARIDAS et al., 2001; 2004; MUJOO et al.,
2001) e Acacia xanthophloea (KATERERE; ELOFF, 2004).

- Antitumoral, antimutagénica e citotoxica: presente na A. aulacocarpa
(ZHOU et al., 2001); A. auriculiformis (KAUR et al., 2002); A. concinna (TEZUKA et
al., 2000); A. ixiophylla (OLIVEIRA et al., 1972); A. laecta (NASSAR, 1999); A. mellifera
(MUTAI et al., 2004); A. nilotica (A. arabica) (KAUR et al., 2002; 2005; SINGH et al.,
2009); A. pennatula (POPOCA, 1998); A. salicina (CHATTI et al., 2009; BOUHLEL et
al., 2007; 2009), A. tenuifolia (SEO et al.,, 2002) e A. victoriae (HANAUSEK et al.,
2001; HARIDAS et al., 2001; MUJOO et al., 2001; JAYATILAKE et al., 2003; LI et al.,
2005).

- Antiviral: agcdo demonstrada para A. gummifera (MOUHAJIR et al., 2001); A.
mellifera (KANYARA; NJAGI, 2005); A. nilotica (A. arabica) (PANDEY; MOHAN, 1986;
MISHRA; RAO, 1988; HUSSEIN et al., 1999; 2000; BALAMURUGAN et al., 2008;
BHANUPRAKASH et al., 2008) e A. raddiana (BABBAR; JOSHI; CHOWDHURY,
1983; SINGH; SINGH; PATHAK, 1994).

- Broncodilatadora e antitussigena: verificada com A. dealbata (KUMAR et
al., 2004); A. farnesiana (TRIVEDI et al., 1986) e A. senegal (LIBERTI, 1994).
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- Contraceptiva: obtida para A. auriculiformis (PAKARASHI et al.,, 1991;
MAHATO, 2000); A. catechu (CHOWDHURY et al., 1984); A. concinna (BANERJI et
al., 1979) e A. nilotica (A. arabica) (CHOWDHURY et al., 1984; SETHI; NATH; SING,
1989).

- Dermatolégica: acao verificada para A. leucophloea por ATIQUE e IQBAL
(1993) e ATIQUE e SIDDIQUE (1998).

- Hepatoprotetora: atividade verificada para A. catechu (JAYASEKHAR et al.,
1997; RAY; SHARATCHANDRA; THOKCHAM, 2006) e A. confusa (TUNG et al.,
2009).

- Hipercolesterolémica: agao verificada para A. catechu por SIGHAL e JOSHI
(1984).

- Hipoglicemiante: verificada com A. catechu (SIGH; MITTAL; BARTHWAL,
1976; SIGHAL; JOSHI, 1984; RAY; SHARATCHANDRA; THOKCHAM, 2006); A.
farnesiana (WASSEL et al., 1992); A. nilotica (A. arabica) (SIGHAL; JOSHI, 1984;
AHMAD; MOIN-UD-DIN-SHAIK, 1989; WASSEL et al., 1992; HEWAMANNA;
ANURAADHAI; FERNANDO, 2004) e A. suma (SIGH; MITTAL; BARTHWAL, 1976).

- Hipotensora: demonstrada para A. catechu (SHAM; CHIU; PANG, 1984) e A.
nilotica (A. arabica) (AMOS et al., 1999; GILANI et al., 1999).

- Inseticida, repelente de insetos: atividade observada para A. albida
(BERNAYS; CHAPMAN, 1977); A. chiapensis (GRAINGE; AHMED, 1988); A.
concinna (QADRI, 1973; RAJENDRAN; KAREEM, 1977; GRAINGE; AHMED, 1988);
A. confusa (LEE et al., 2000); A. farnesiana (GRAINGE; AHMED, 1988); A. hockii
(EVANS; BELL, 1979); A. longifolia (GRAINGE; AHMED, 1988); A. nilotica (DASTUR,
1977 appud MEERA; CHANDER; KALIDHAR, 2005; DWIVEDI; GARG; KUMARI,
2000; DWIVEDI; BAJAJ, 2000) e A. tortilis (EVANS; BELL, 1979).

- Relaxante muscular: verificada com A. bilimeckii (LOPEZ; SALAZAR;
ESTRADA, 2003); A. concinna (BANERJI et al., 1982); A. farnesiana (TRIVEDI et al,
1985; 1986) e A. nilotica (A. arabica) (GILANI et al., 1999).
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3.1.2 Consideracgdes sobre Acacia podalyriifolia A.Cunn. ex G. Don.

3.1.2.1 Sinonimia vulgar:
Acacia-mimosa (BURKART, 1979; SCHULTZ, 1990).

3.1.2.2 Sinonimia cientifica:
Acacia podalyriaefolia A. Cunn.; Acacia caleyi A. Cunn.; Acacia fraseri Hook; e
Racosperma podalyriifolium (A. Cunn) Pedley (DAYDON, 1895; DAVIES, 1991)

3.1.2.3 Aspectos gerais:

Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don é uma planta exadtica, originaria da
Australia, com ampla distribuicdo mundial (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES,
1979; PLANTS, 2003).

Seu cultivo é vastamente difundido no sul do Brasil como planta ornamental,
sendo freqlientemente encontrada em pracas, jardins ou em proximidades de
habitagdes, apresentando vistosas inflorescéncias amarelas que contrastam com os
filodios (folhas modificadas) de coloragdo cinza ou cinza-fosco (BURKART, 1979;
DUARTE; WOLF, 2005). Importante contribuicdo ao estudo morfo-anatdomico desta
espécie foi realizado por DUARTE e WOLF (2005), determinando caracteres
anatémicos dos filédios e caule.

Neste trabalho foram empregadas as flores e os filédios de A. podalyriifolia,
estes ultimos aqui denominados simplesmente por folhas, para utilizar a mesma
nomenclatura apresentada nos estudos fitoquimicos que foram anteriormente
realizados com esta espécie.

As Figuras 1 e 2 apresentam a Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don.
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Fonte: ANDRADE (2004)

FIGURA 1 — EXEMPLARES DE Acacia podalyriifolia A. CUNN. EX G. DON NO
LOCAL DA COLETA (JARDIM BOTANICO MUNICIPAL DE CURITIBA,
PARANA).
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Fonte: http://www.dalie.com.au/farm/trees.htm

FIGURA 2 - ASPECTO GERAL DAS FLORES E FOLHAS DE Acacia podalyriifolia A.
CUNN. EX G. DON.

3.2 FITOQUIMICA

Ainda que somente um pequeno numero de espécies Acacia tenha sido
avaliado mais detalhadamente quanto a sua composi¢cdo quimica, uma variedade de
destas substancias foi encontrada neste género, tendo sido relatada a presenca de
aminas, aminoacidos nao-protéicos, alcaloides, glicosideos cianogenéticos, oleos
essenciais, esteroides, terpenoides, saponinas, quinonas, gomas, cumarinas,

flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis, com predominancia das


http://www.dalie.com.au/farm/trees.htm
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substancias com nucleo fendlico, conforme foi demonstrado nos trabalhos de revisao
realizados por ANDRADE et al. (2003 a), SEIGLER (2003) e MEERA; CHANDER;
KALIDHAR (2005).

Os trabalhos fitoquimicos descritos para Acacia podalyriifolia foram realizados
com as folhas, sementes, goma e flores desta espécie. Alcaloides foram obtidos por
WHITE (1943) e por BALLANDRIN et al. (1978) a partir do extrato etandlico das
folhas. A partir da graxa obtida das folhas, HORN e LAMBERTON (1962) e HORN,
KRANZ e LAMBERTON (1964) obtiveram hidrocarbonetos diversos e uma (-dicetona.
Das sementes desta espécie foram obtidos aminoacidos n&o-proteicos por
SENEVIRATNE e FOWDEN (1968) e por EVANS, QURESHI e BELL (1977).
Polissacarideos da goma foram analisados por BEKKER et al. (1968; 1969; 1972),
CHURMS et al. (1970; 1977) e por ANDERSON e BELL (1976). A partir das flores, do
fracionamento do extrato etandlico com diclorometano, foram obtidas substancias
fendlicas (ANDRADE, 2003 a).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Estudos quimiotaxonémicos relacionam o género Acacia como reconhecida fonte
de substancias fendlicas (ANDRADE, 2003 a; ANDRADE et al., 2003 b; SEIGLER,
2003; MEERA; CHANDER; KALIDHAR, 2005).

Os compostos fendlicos constituem a maior categoria de metabdlitos secundarios
das plantas, incluindo nestes os acidos fendlicos e os flavonoides (JUSTESEN;
KNUTHSEN, 2001). Sdo atribuidas inumeras atividades biolégicas para este grupo
(DUROUX et al., 1998; JUSTESEN; KNUTHESE, 2001; SEIGLER, 2003), incluindo

antibacteriana, antioxidante, citotéxica e alelopatica, discutidas neste trabalho.



31

3.3.1 Flavonoides

Os Flavonoides estdo entre os compostos fendlicos mais encontrados nos
vegetais, sendo conhecidos mais de 5.000 estruturas diferentes (STRACK, 1997).
Muitos séo coloridos, incluindo as antocianinas que sdo amplamente encontradas e
sd0 0s responsaveis, na maioria das vezes, pela coloragdao de pétalas, frutos e das
folhas no outono (LEA; LEEGOOD, 1993).

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios polifendlicos das plantas e apresentam
um esqueleto de carbonos Cs - C3 - Cs, formando um nucleo fundamental benzo-y-
pirano, também denominado de cromano, ao qual esta ligado um anel aromatico,
formando o 2-fenil-benzo-y-pirano (COSTA, 1986; ROBBERS et al., 1997; CROZIER,
2000). Os trés anéis presentes na composicdo dos flavonoides, foram
convencionados como A, B e C. A numeracao destes nucleos é realizada com
nameros ordinarios, sendo para o anel B acompanhados de uma linha ( ')
(ZUANAZZI, 2001). O segundo anel aromatico B pode estar também nas posicdes 3 e
4 (ROBBERS et al., 1997).

A Figura 3 representa o nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeracgao.

Sao biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides, originados a partir dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina (CROZIER, 2000; ZUANAZZI, 2001),
em uma mistura das vias acetato-chiquimato (MANN, 1999).

Os flavonoides podem estar numa forma livre (também denominada de aglicona
ou genina) ou como heterosideos (glicosideos) (ZUANAZZI, 2001). Na forma
heterosidica podem ocorrer como C-glicosideos (glicosideo ligado diretamente a um
carbono) ou O-glicosideos (glicosideo ligado na forma de éter) que correspondem a
maioria destes compostos. Associagdes com glicose, galactose, ramnose, xilose e
arabinose sdo mais comumente observadas nos flavonoides glicosidicos (ROBBERS
et al., 1997). Geralmente a glicosilacao é feita no C-3, mas pode também ser no C-5 e
C-7 do anel A, enquanto que flavonoides glicosilados no anel B sao raros (STRACK,
1997). Podem também ser encontrados como derivados acilados, metilados,
sulfatados ou prenilados (ROBBERS et al.,, 1997). Também s&o conhecidos os

biflavonoides que sao compostos diméricos (EVANS, 1992).
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Acetato : Acido Chiquimico

Fonte: Adaptado de MANN (1999); ZUANAZZI (2001).

FIGURA 3 - FORMULA GERAL DOS FLAVONOIDES

As principais categorias estruturais gerais dos flavonoides sdo as flavonas, as
flavanonas, os flavonais, os di-hidro-flavondis, as chalconas, as di-hidro-chalconas, as
catequinas, as antocianidinas, as leucoantocianidinas, as isoflavonas, isoflavanonas,
neoflavonas e auronas (STRACK, 1997; MANN, 1999; ZUANAZZI, 2001), que estédo
relacionadas na Figura 4. Nas auronas, o anel heterociclico de seis membros é
substituido por um anel de cinco membros, enquanto que nas chalconas aparece

numa forma isomeérica de cadeia aberta (ROBBERS et al., 1997).
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Fonte: Adaptado de STRACK (1997); MANN (1999); ZUANAZZI (2001).

FIGURA 4 - PRINCIPAIS CATEGORIAS DE FLAVONOIDES
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3.3.2 Determinagao do conteudo de compostos fendlicos

A determinagao do conteudo de compostos polifendlicos € comumente realizada
empregando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Este método baseia-se na
reagao de redugdo da mistura dos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico, em meio
alcalino, a 6xidos de tungsténio e molibdénio, pelos compostos fendlicos presentes no
material analisado, formando um complexo de coloragdo azul, que apresenta
absorgdo maxima em 760 nm (KUJALA et al., 2000; WU et al., 2005; MEDA et al.,
2005).

3.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

3.4.1 Aspectos gerais da atividade antibacteriana:

A busca por substancias que atuem como novos agentes antimicrobianos tem
sido objeto de inumeras pesquisas, uma vez que desde a ultima década tem sido
verificado um aumento da incidéncia de patdgenos resistentes as drogas atualmente

disponiveis (SUTCLIFFE, 2003).

Os produtos naturais de origem vegetal por apresentarem uma diversidade de
estruturas moleculares tém se mostrado eficientes contra as mais variadas espécies

microbianas (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001).

Muitos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de avaliar extratos e
fragbes obtidos de uma variedade de espécies vegetais com potencial agao
antimicrobiana, bem como para isolar e elucidar a estrutura das substancias
envolvidas nesta atividade (LIMA, 2001).

Diversos metabdlitos secundarios das plantas apresentam atividade

antimicrobiana, sendo os alcaloides, compostos fendlicos (flavonoides, taninos,
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cumarinas) e terpenoides os mais comumente relacionados com esta agao (LIMA,
2001).

Para a uniformizagédo da triagem da atividade antimicrobiana de materiais
obtidos de fontes vegetais, RIOS e RECIO (2005) propuseram como métodos padréao
a difusdo, a bioautografia e a macro ou microdiluigdo para a determinagdo da
concentragao inibitéria minima.

A aplicacdo destas diferentes técnicas é necessaria devido a presenga de
substancias quimicas diversas nestes materiais e que podem ser avaliadas melhor
em uma técnica do que em outra. Nas técnicas que envolvem difusdo, extratos,
fracbes e substancias mais apolares podem apresentar-se falsamente inativos como
antimicrobianos pela dificuldade de sua difusdo no meio, como foi destacado por
ALVES et al. (2008). O mesmo também pode ocorrer na bioautografia. Por outro lado,
ocorrem situagdes em que ndo € observada agao quando a a amostra é avaliada
empregando metodologias de diluicdo, enquanto que os resultados possam ter sido
promissores na difusdo ou na bioautografia.

No método da difusdo, o material a ser avaliado € colocado em contato com um
meio de cultura soélido em que foi inoculado um determinado microorganismo e apés
incubagéo por 24 horas a 35-37 °C é relacionado o tamanho da zona de inibigdo de
crescimento deste microorganismo. A zona de crescimento € medida e comparada
com a apresentada por um padrao biolégico de referéncia (controle positivo). As
técnicas para aplicacédo do material vegetal no método de difusdo sdo por meio de
disco, cilindros de aco inoxidavel ou vidro e perfuracdo em agar, detalhadas no
trabalho de revisdo realizado por OSTROSKY et al. (2008). Uma limitagdo deste
método é que ele se restringe a avaliagdo de microorganismos aerobicos ou
aerobicos facultativos de crescimento rapido (OSTROSKY et al., 2008).

A bioautografia € um estudo qualitativo (inibicdo ou n&o do crescimento
microbiano). Esta fundamentada na verificagdo de zonas de inibigdo do crescimento
microbiano apresentada pelo material que foi aplicado em uma placa de cromatografia
em camada delgada adicionada a um meio de cultura no qual foi inoculada a cepa em
estudo (CUNICO et al., 2007).

O método da diluicdo em caldo relaciona o crescimento microbiano em um

meio de cultura liquido, verificado pela turbidez do meio, com a concentragédo do
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material ensaiado, utilizando também um padrao de referéncia como controle positivo,
bem como controles negativos nesta comparacédo. Permite avaliagbes quantitativas,
possibilitando a verificagdo da concentragao inibitéria minima, ou seja, o teor minimo
do material ensaiado que inibe o crescimento microbiano, representado pela auséncia
de turvacdo no meio. Pode ser avaliado através das técnicas de micro ou de de
macrodiluicdo, apresentadas no trabalho de revisdo de OSTROSKY et al. (2008).
Ainda que néo seja influenciado pela velocidade de crescimento do microorganismo,
pode detectar produtos resultantes de contaminagado, principalmente quando for

referente a materiais clinicos.

3.4.2 Atividade antibacteriana no género Acacia:

Atividade antibacteriana contra uma variedade de microorganismos
patogénicos foi verificada com diversas espécies de Acacia, conforme foi
demonstrado anteriormente.

A anadlise da atividade antibacteriana das flores de Acacia podalyriifolia,
realizada por ANDRADE et al. (2005), demonstrou que houve inibigdo do crescimento
de Staphylococcus epidermidis perante o extrato etandlico bruto e as fragdes
diclorometano e acetato de etila. Também foram observadas zonas de inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus frente ao extrato etandlico bruto e a fragao
acetato de etila. Nao foi observada agao destes extratos ou fracbes sobre as cepas
gram-negativas avaliadas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa).

Nestes ensaios, a fracdo acetato de etila demonstrou ser a mais ativa,
possuindo em sua composigdo quimica majoritaria substancias fendlicas
flavonoidicas, para as quais tem sido relatada atividade antibacteriana (EVANS, 1992;
HARBORNE; BAXTER; MOSS, 1999; ZUANAZZI, 2001). Substancias flavonoidicas
foram consideradas também responsaveis pela agdo antimicrobiana observada por
KHAN e colaboradores (1980) com os extratos alcodlicos de Acacia nilotica e por

CHATTI et al. (2009) em diversos extratos de Acacia salicina.
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3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.5.1 Aspectos gerais

Radicais livres sdo espécies quimicas, geralmente muito reativas, que
apresentam elétrons desemparelhados (CENGIZ; YUKSEL; SEVEN, 1999; YORBIK
et al., 2002). Podem ser gerados durante o metabolismo normal das células (durante
a respiragado aerdbica, nos processos inflamatérios, na regulagdo do crescimento
celular, na sintese de substancias, dentre outros), como também podem ser
provenientes de agentes externos como o tabaco, certos poluentes, solventes
organicos, pesticidas, ou ser produzidos por radiagdes ionizantes e luz ultravioleta
(LIU; NG, 1999; GULCIN et al., 2003).

As espécies reativas ou ativas formadas nos sistemas biolégicos incluem
radicais do oxigénio (denominados de “espécies reativas de oxigénio” - ERO), radicais

do nitrogénio (denominados de “espécies reativas de nitrogénio” - ERN), como
também radicais derivados de tidis (RS’), espécies reativas de cloro e de carbono,

complexos com metais de transi¢ao e outros ions metalicos, bem como espécies nao-
radicalares que podem ser facilmente convertidas em radical (CHEESEMAN;
SLATER, 1996; GULCIN et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2007).

Nas espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo incluidos os radicais livres

contendo oxigénio, como o anion superoxido (O57), o radical hidroxila (OH-), o radical

peroxila (ROO-), o radical alcoxila (RO-), e espécies ndo radicalares como o peroxido
de hidrogénio (H,O,) e o oxigénio singlete (10,) (GYAMFI; YONAMINE; ANIYA,
1999; GOTH; VITAI, 2003; GULCIN et al., 2003; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
VASCONCELOS et al., 2007).

A producgdo de ERO ¢é favorecida pelos ions ferro e cobre. Para o transporte e
estocagem destes metais existe um complexo sistema, prevenindo ou minimizando as
reagdes de oxidagao por estes catalisadas (ANDERSON; PHILLIPS, 1999; KOURY;
DONANGELO, 2003). Ferro € transportado e armazenado ligado com proteinas
especificas como a transferrina, ferritina e lactoferrina. Ceruloplasmina e albumina
sérica ligam-se com os ions cobre (ANDERSON; PHILLIPS, 1999).
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Dentre as espécies reativas de nitrogénio (ERN), tem-se o 6xido nitrico (NO), o
oxido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO,), nitritos (NO') e nitratos (NO3’). Ainda que
o radical oxido nitrico (NO) nao seja suficientemente reativo para atacar o DNA
diretamente, pode reagir com o radical O, formando peroxinitritos (ONOQO’), que ao

sofrerem reagdes secundarias, formam agentes capazes de nitrar aminoacidos
aromaticos e as bases nitrogenadas do DNA, especialmente a guanina (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Estas espécies reativas podem causar um grande numero de desordens
celulares ao reagir com lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos. Estéao
envolvidas tanto no processo de envelhecimento, como também em muitas
complicagbes biologicas, incluindo inflamagdo crénica, desordens respiratorias,
doengas neurodegenerativas, diabetes melitus, aterosclerose, doencas auto-imunes
das glandulas enddcrinas, carcinogénese e mutagénese (ANDERSON; PHILLIPS,
1999; KOMOSINSKA-VASSEYV et al., 2000; AL-MAMARY et al., 2002; YORBIK et al.,
2002, GULCIN et al, 2003; CHANWITHEESUK; TEERAWUTGULRAG;
RAKARIYATHAM, 2005).

Os acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares sdao muito
suscetiveis ao ataque de espécies reativas de oxigénio, ocasionando a peroxidagao
lipidica, que é bastante lesiva por ser uma reagao de auto-propagagao na membrana
(KOURY; DONANGELO, 2003).

Para inibir ou reduzir os danos causados as células pelas espécies reativas, os
organismos vivos possuem mecanismos de defesa préprios, como certas variedades
de enzimas, dentre as quais a superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase, além das substéncias antioxidantes provenientes da dieta, como
acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), ubiquinol, B-caroteno,
compostos fendlicos diversos, flavonoides, dentre outras (AL-MAMARY et al., 2002;
YORBIK et al., 2002; JURKOVIC et al., 2003; PARK et al., 2003).

Em HALLIWELL e GUTTERIDGE (1999) antioxidantes sdo definidos como
substancias que, presentes em concentragbes bem mais baixas que os substratos
oxidaveis, retardam ou previnem significativamente a oxidagcao destes ao atuarem

cataliticamente captando, suprimindo estados excitados, neutralizando ou removendo
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os radicais livres e outras espécies reativas, ou ainda, ao promoverem a ligacao dos
ions metalicos e outros agentes prooxidantes as proteinas, indisponibilizando-os para
a producao de espécies oxidantes.

Em condi¢des fisiologicas normais, ha um equilibrio entre a geragdo das
espécies reativas e a sua inativacdo pelos sistemas antioxidantes, protegendo o
organismo dos efeitos deletérios destes. Defesas antioxidantes inadequadas ou
excesso de producao destas espécies reativas resultam no processo denominado de
estresse oxidativo (DRAI et al., 2001; GULCIN et al., 2003; VASCONCELOS et al.,
2007).

O enriquecimento da ingestao de substancias antioxidantes, identificadas como
removedores destas espécies reativas, desempenha um importante papel de protecao
do corpo humano contra os danos que estes agentes ocasionam, bem como retardam
o aparecimento de muitas doencas cronicas (GULCIN et al., 2003; VASCONCELOS
et al., 2007).

Sendo assim, tem aumentado o interesse e a procura por antioxidantes
naturais, obtidos a partir das plantas, para uso tanto para as industrias farmacéuticas,
como também alimenticias e cosméticas (DAWN-LINSLEY et al., 2005; BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

A atividade antioxidante de uma substancia nao pode ser aferida diretamente,
sendo necessaria a avaliagao de seus efeitos sobre um substrato ou sistema passivel
de ser monitorado. Estes métodos usam, na maioria das vezes, processos oxidativos,
envolvendo uma fonte de radicais livres especifica e a adigdo de um agente iniciador,
que acelera o processo, podendo ser a agitacdo, a temperatura, uma pressao parcial
de oxigénio, um metal de transicdo ou mesmo exposicdo a luz. Sob condi¢des
padronizadas, estes radicais sdo oxidados e a extensdao da oxidacdao € medida
(ANTOLOVICH et al., 2002).

Os trabalhos de revisdo de SANCHES-MORENO (2002), HUANG, OU E
PRIOR (2005) e VASCONCELOS et al. (2006) apresentam a necessidade de
emprego de varios métodos, com substratos e reagentes diferenciados, nos testes in
vitro de triagem, para se avaliar a efetividade antioxidante de amostras, por

apresentarem diferentes mecanismos de agao.
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Neste trabalho, a triagem antioxidante foi realizada através da determinagao da
capacidade antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio, pela atividade
captadora ou sequestrante do radical livre DPPH e pela captagao de radicais peroxila
no teste TBARS.

A metodologia que determina a capacidade antioxidante total, através do
método de complexacdo pelo fosfomolibdénio, esta pautada na redugdo do
molibdénio VI a molibdénio V, pela amostra analisada, com obtengdo de um complexo
fosfato-molibdénio V, de coloracdo verde em pH acido, determinado
espectrometricamente a 695 nm (PRIETO et al., 1999).

A atividade captadora (sequestrante) do radical livre DPPH (2,2 - difenil — 1 —
picril hidrazina) € uma das metodologias mais comuns para se determinar a atividade
antioxidante de modo pratico, rapido e sensivel (ARNAO et al., 2000). O radical livre
DPPH é um cromdforo muito estavel, com um pico de absor¢édo no comprimento de
onda de 517 nm, em meio etandlico, apresentando solu¢do de coloracdo violeta
intensa (BLOIS, 1958; ARNAO et al., 2000). A medida que o DPPH é captado pelas
substancias com caracteristica antioxidante presentes na amostra, este sofre
reducdo, verificada pela alteracdo da coloracdo violeta para amarela,
proporcionalmente a concentracao destes componentes nas amostras, representado

pela reacao abaixo:

'N_N/O *  AH —  DPPH-H + A’

Radical livre DPPH Antioxidante DPPH reduzido
(coloragao violeta) (coloragdo amarela)
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As espécies reativas promovem uma cascata de reagdes que geram a
peroxidagao lipidica, resultando na produgéao de substancias como o malonildialdeido
(MDA) (DAWN-LINSLEY et al, 2005; VASCONCELOS et al., 2007). Os ensaios
utilizando as espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) mensuram o ponto
final do dano oxidativo, sendo uteis para avaliar os efeitos do estresse oxidativo
induzido e da protecdo da lipoperoxidagao pelas substancias antioxidantes que
possam estar presentes no material analisado (DAWN-LINSLEY et al, 2005). Estes
testes permitem a mensuragcdo da peroxidagdo lipidica de matrizes biolégicas ao
promover a reagao do acido tiobarbiturico (TBA) com o MDA, em meio acidificado e
sob condigdes de elevada temperatura, gerando um croméforo réseo que pode ser
medido espectrometricamente em 532 nm, (MIYATA, SMITH, 1996; KELLER et al.,
2000; DAWN-LINSLEY et al., 2005). A reagao que ocorre, adaptada de OSAWA,
FELICIO; GONCALVES (2005), esta demonstrada a seguir:

H OH © y >y H H SH
+ \ | / 2 H,O
/Ci(‘:iC\ —> — CH—CH=—CH + 2
H H H H
H OH

OH

TBA Malonildialdeido cromogénio réseo
(MDA)

3.5.2 Atividade antioxidante no género Acacia:

Acédo antioxidante foi observada para diferentes espécies no género Acacia,
como esta demonstrado na Tabela 2. Extratos de A. catechu (PARK; BOO, 1991;
NAIK et al., 2003), A. confusa (CHANG et al., 2001; WU et al., 2005), A. nilotica
(SALEEM et al., 2001) e A. pennata (THALANG et al., 2001) apresentavam efeitos
antioxidantes devido a presencga de substancias polifendlicas, como flavonoides e
taninos. Mel obtido de A. ehrenbergina (AL-MAMARY et al.,, 2002) e de outras
espécies de Acacia (MEDA et al., 2005), apresentou elevados potencial antioxidante e
teor de compostos fendlicos. Extratos e compostos flavonoidicos obtidos de A.

mangium e A. auriculiformis demonstraram intensa atividade sequestrante de radicais
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livres (MIHARA et al., 2005). Até o momento, ndo haviam sido encontrados relatos de
avaliagao da agao antioxidante em Acacia podalyriifolia.

As substancias com nucleo fendlico, como tocoferol, flavonoides e acidos
fendlicos, apresentam destaque especial como eficientes removedores de radicais
peroxila, além de reduzir e quelar ions férrico que catalisam a peroxidacao lipidica
(AL-MAMARY et al., 2002; LIU et al., 2002; PARK et al., 2003; RAMIREZ-MARES,;
MEJIA, 2003).

O estudo fitoquimico das flores de Acacia podalyriifolia, demonstrado por
ANDRADE (2003 a), registrou a presenca desta categoria de substancias, tornando
relevante a avaliagdo do seu potencial antioxidante na prevencdo do estresse

oxidativo.

3.6 ENSAIO DE TOXICIDADE GERAL PELA Artemia salina

3.6.1 Aspectos gerais:

A quimioterapia com drogas citotoxicas tem sido utilizada com frequéncia cada
vez maior como coadjuvante da cirurgia ou da irradiagédo em diversos tipos comuns de
tumores (RANG; DALE, 1993). Deve haver a erradicagdo plena da populagéo de
células neoplasicas para que se obtenha sucesso na terapia, quer seja por meio da
quimioterapia, como por outras formas de tratamento (como a exciséo total do tumor
para obter a cura cirurgica ou a destruicdo completa de todas as células cancerosas
para obter cura na radioterapia) (GILMAN et al., 1991).

A atuacdo da maioria das drogas citotoxicas ocorre em fases especificas do
ciclo celular, exercendo sua atividade contra as células que se encontram em
processo de divisdo. Sendo assim, sdo mais suscetiveis ao tratamento quimioterapico
as neoplasias malignas que apresentam um crescimento rapido, enquanto que
tumores de crescimento lento, como os tumores de pulm&o e de colon, geralmente

nao respondem adequadamente as drogas citotoxicas (GILMAN et al., 1991; GOMES;
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MILANEZ, 1997). Os tecidos normais que também apresentem crescimento rapido,
como a medula éssea, os foliculos pilosos, o epitélio intestinal, dentre outros, estao
sujeitos a sofrerem danos por estes agentes antitumorais, advindo problemas como
mielotoxicidade, cicatrizagcdo deficiente, depressdo do crescimento, esterilidade,
teratogeneidade, perda de cabelos, além de conduzirem a nauseas e vOmitos
(GILMAN et al., 1991; RANG; DALE, 1993).

As células tumorais podem apresentar-se resistentes as drogas citotoxicas,
podendo ser uma resisténcia primaria (presente quando o farmaco € administrado
pela primeira vez) ou adquirida (desenvolve-se durante o tratamento com um
determinado farmaco). A resisténcia adquirida pode resultar de uma mutacao ou de
adaptacgao das células tumorais, surgindo células que sao afetadas em menor grau ou
que nao sao afetadas pela droga (RANG; DALE, 1993). A compreensado desta
resisténcia € muito importante na pesquisa de novas substancias citotoxicas e na
elaboracéo de esquemas de tratamento mais eficientes (GILMAN et al., 1991).

Neste sentido torna-se essencial a pesquisa de novas drogas antineoplasicas
que apresentem compostos capazes de escapar dos mecanismos especificos de
resisténcia e apresentem atividade contra as células tumorais resistentes (GILMAN et
al., 1991).

A pesquisa de novos agentes antitumorais tem sido vastamente investigada,
tanto pela resisténcia que muitos tumores apresentam aos tratamentos disponiveis,
quanto pelos efeitos téxicos das drogas disponiveis. Resultados promissores tém sido
obtidos com compostos extraidos de fontes naturais (POPOCA et al., 1998; YUNES;
CECHINEL FILHO, 2001).

Modelos de triagem da citotoxicidade representam uma importante fonte de
dados preliminares para a selecdo de extratos de plantas com potenciais

propriedades antineoplasicas (POPOCA et al., 1998).
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A utilizacdo do teste com a Artemia salina Leach (camardo marinho) para a
investigacao de atividade biolégica dos extratos e de substancias naturais isoladas
destas plantas € uma importante ferramenta para o estabelecimento da toxicidade
geral e dos parametros de citotoxicidade (MEYER et al. 1982; CAVALCANTE et al.,
2000; SANTOS et al., 2009).

Diversos pesquisadores que atuam no desenvolvimento de novas drogas
antitumorais obtidas de produtos naturais tém demonstrado correlagbes positivas
entre a letalidade da Artemia salina frente a estes produtos e a citotoxicidade, sendo
inclusive esta técnica recomendada como um efetivo ensaio preliminar para avaliar a
citotoxicidade e atividades antitumorais, que demandam maior tempo e recursos
financeiros para a sua realizagao (MEYER et al., 1982; CAVALCANTE et al., 2000).

3.6.2 Citotoxicidade no género Acacia:

Citotoxicidade tem sido reportada para diferentes espécies de Acacia. Taninos
isolados da A. ixiophylla e A. decurrens apresentaram atividade antitumoral em ratos
e camundongos (OLIVEIRA et al., 1972). Extratos das cascas de A. pennatula
demonstraram-se moderadamente ativos (POPOCA et al.,1998). O extrato etandlico e
a apigenina-C-glicosilada obtidos de A. laeta apresentaram moderada atividade
anticancer (NASSAR, 1999). Saponinas triterpenoidicas obtidas de A. victoriae
inibiram o crescimento de células tumorais (HARIDAS et al., 2001). A presenca de
substancias flavonidicas verificada em diversos extratos de Acacia salicina estavam
associadas a citotoxicidade apresentada por estes materiais (CHATTI et al., 2009).

Compostos fendlicos sdo reconhecidos como detentores de importante agéao no
decréscimo de células tumorais (PAKULSKI; BUDZIANOWSKI, 1996; FAJARDO et
al., 2000; FEMIA et al., 2001; SOLEAS et al., 2002). A presenca destes compostos foi
verificada no estudo fitoquimico das flores de Acacia podalyriifolia (ANDRADE, 2003),

justificando a avaliagcao desta atividade na citada espécie.
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3.7 ACAO ALELOPATICA

3.71 Alelopatia: caracteristicas gerais

Alelopatia estd relacionada a capacidade de uma planta interferir na
germinagcdo de sementes e/ou no crescimento de outras espécies vegetais,
prejudicando ou favorecendo o seu desenvolvimento, por meio de substancias
aleloquimicas, liberadas na atmosfera ou no solo (MEDEIROS, 1990).

Diferentes grupamentos quimicos como acidos fendlicos, cumarinas,
terpenoides, flavonoides, alcaloides, taninos, quinonas complexas, podem ser
responsaveis pelos efeitos alelopaticos observados nas plantas (EINHELLIG, 1986;
MEDEIRQOS, 1990).

Desde 1960 a presenca dos aleloquimicos é reconhecida como um importante
mecanismo ecoldgico que pode provocar influéncias significativas no manejo agricola
ou florestal: na dominagao de certas espécies vegetais; na sucessao dos plantios e na
rotacdo dos cultivos, podendo favorecer ou prejudicar o desenvolvimento de um
determinado produto agricola, com efeitos na produtividade (CHOU, 1986;
FERREIRA; AQUILA, 2000). A partir de 1980 ocorreu um grande aumento nas
pesquisas sobre a alelopatia, com inUmeras publicagdes e referéncias na maioria dos
paises do mundo, sendo considerada uma ciéncia prioritaria nos paises
desenvolvidos (MALHEIROS; PERES, 2001).

Substancias biologicamente ativas obtidas das plantas ja estdo sendo usadas
no controle de ervas daninhas, muitas das quais apresentavam resisténcia a varias
categorias de herbicidas usualmente empregados; de insetos e de microorganismos
patogénicos. Assim, podem se constituir em uma alternativa ao uso dos defensivos
agricolas, sem efeitos adversos ao meio ambiente, mantendo um melhor equilibrio do
ecossistema e com menores custos (RIZVI; RIZVI, 1992; CHOU, 1998; MEERA,;
CHANDER; KALIDHAR, 2005).
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3.7.2 Atividade alelopatica no género Acacia:

Muitas espécies de Acacia apresentaram acgdo alelopatica, como foi
demonstrado anteriormente.

A avaliagdo do potencial alelopatico das flores de Acacia podalyriifolia,
realizada por ANDRADE et al. (2003 b) com o extrato etandlico bruto e as fragdes
diclorometano e acetato de etila das suas flores, demonstrou que houve efeitos na
germinagao e no crescimento radicular e caulicular de Lactuca sativa, sugerindo a
presenca de aleloquimicos. Efeito alelopatico significativo foi verificado com as
fracbes acetato de etila e diclorometano, possivelmente devido a presenga de
substancias fendlicas como os flavonoides, detectadas na triagem fitoquimica. Tanto
as folhas como as substancias isoladas desta espécie ainda nido haviam sido
avaliadas quanto ao seu potencial alelopatico.

A avaliacdo do potencial alelopatico de Acacia podalyriifolia podera possibilitar
sua aplicacdo direta na obtencdo de matéria-prima vegetal para a producédo de
fitoterapicos, isenta de residuos de herbicidas e agrotoxicos de origem sintética que
nao sao permitidos para uso no Brasil no cultivo de plantas medicinais (CAETANO;
FONTE; BORSATO, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGAO DO MATERIAL VEGETAL

Flores de Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don foram colhidas do Jardim
Botanico, no municipio de Curitiba (Parand), entre os meses de Junho a Agosto de
2005, enquanto que as folhas foram coletadas do mesmo local em dezembro de 2008.
A classificagdo da espécie foi realizada pelo botanico Gert Hatschbach do Museu
Botanico Municipal de Curitiba. Uma amostra do material se encontra depositada no

herbario do museu, catalogada e registrada sob o n°. 285767.

4.2 CONSERVACAO

Tanto as flores quanto as folhas foram secas a sombra, a temperatura
ambiente, por uma semana. Cada material vegetal foi entdo triturado, separadamente,
em moinho de facas e acondicionado em sacos de papel, devidamente fechados, ao

abrigo da luz e da umidade.

4.3 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DAS SUBSTANCIAS

4.3.1 Obtencgéao do extrato etandlico

Inicialmente foi realizado o processamento de 150 g de flores de Acacia
podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, previamente secas, utilizando extragdo em Sohxlet,
com etanol comercial. A este mesmo tratamento foram submetidas 150 g de folhas
desta planta. Os extratos assim obtidos foram concentrados em evaporador rotatério,
sob pressao reduzida, com aquecimento em banho-maria a temperatura nao superior
a 50 °C, até um volume de aproximadamente 300 mL. Estes foram entao
armazenados em geladeira durante uma noite e no dia seguinte centrifugados por 10

minutos a 5.000 rpm, sendo os sobrenadantes rotulados como extrato etandlico (EE
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FLOR para as flores e EE FOL para as folhas) e os precipitados foram denominados
de residuos (RES FLOR para as flores e RES FOL para as flores). Uma aliquota de
20 mL de cada extrato etandlico foram reservados para a execucao de ensaios de

atividade biolégica.

4.3.2 Fracionamento do extrato etandlico

Apds a centrifugagdo, cada extrato etandlico foi particionado em aparelho
Soxhlet modificado, utilizando solventes de polaridade crescente. A base deste
extrator sofreu um alargamento de forma a evitar o sifonamento do extrato e
permitindo assim a passagem do solvente mais denso através da fase hidroalcodlica,
conforme foi descrito por CARVALHO (2001; 2008) e CARVALHO et al. (2009). O
tempo para a extracao foi de aproximadamente 8 horas para cada um dos solventes.

Os extratos etandlicos foram particionados inicialmente com hexano P.A. para a
retirada de substancias mais apolares. As fragdes hexanicas assim obtidas foram
conduzidas a secura em evaporador rotatorio sob pressao reduzida, em banho-maria
com temperatura ndo superior a 50°C, correspondendo a fracdo hexanica FHEX
FLOR para as flores e FHEX FOL para as folhas.

Aos extratos etandlicos restantes foi adicionada agua destilada em quantidade
suficiente para obter-se 500 mL de extrato hidroalcodlico, para que entdo pudesse ser

particionado com diclorometano (CH2Clo) P.A. As fragdes diclorometano (FDCM

FLOR e FDCM FOL) assim obtidas foram concentradas a secura, em evaporador
rotatorio sob pressao reduzida, em banho-maria a temperatura ndo superior a 40°C.

As fragdes hidroalcodlicas remanescentes foram entdo extraidas com acetato
de etila P.A. Em seguida, foram também conduzidas a secura em evaporador rotatério
sob pressdo reduzida, em banho-maria com temperatura nao superior a 50°C,
correspondendo as fragbes acetato de etila (FAE FLOR e FAE FOL).

O fracionamento do extrato etandlico esta demonstrado na Figura 5.
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FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ETANOLICOS
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4.3.3 Pesquisa de grupos fitoquimicos nos extratos e fracoes

A triagem fitoquimica das flores e das folhas consistiu na pesquisa de alcaloides,
compostos fendlicos, flavonoides, cumarinas, tanoides, quinonas, glicosideos
cianogeneéticos, saponinas e esteroides/triterpenoides, utilizando a sistematica
descrita em MOREIRA (1979).

4.3.4 Isolamento de substancias do residuo do extrato etandlico e das fracbes

hexanica, diclorometano e acetato de etila das flores e das folhas.

O residuo do extrato etandlico e as fragdes hexanica, diclorometano e acetato de
etila das flores e das folhas foram estudadas cromatograficamente para o isolamento,
identificacdo e quantificacdo dos componentes majoritarios. Os métodos utilizados
foram desenvolvidos em laboratério de acordo com as caracteristicas encontradas
nos diferentes extratos e fragdes analisados.

O isolamento foi efetuado através de métodos cromatograficos classicos,
utilizando colunas de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck e/ou CCD preparativa
(cromatofolha silicagel 60 F254 Merck).

4.3.4.1 Fragcédo Hexanica

4.3.4.1.1 Fragao hexanica das flores

Foi confeccionada uma pastilha com silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck e 3 g
da fracdo hexanica obtida das flores e o material resultante foi submetido a
cromatografia em coluna (17 X 4,5 cm), utilizando 28 g de silicagel 60 (0,063 a 0,200
mm) Merck. O fracionamento foi realizado utilizando como sistema eluente 100% de
hexano, tendo acetato de etila como gradiente inicial de polaridade até 100% de
acetato de etila. As mudancas de solvente foram de 5 em 5%, em volumes de 50 mL
cada. Em seguida foi realizado processo semelhante empregando acetato de etila e

metanol, também em gradientes crescentes de polaridade até ter-se 60% em
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metanol, para entdo o gradiente ser alterado para 100% de metanol. Foram coletadas
150 fragbes com aproximadamente 10 mL cada, assim que o material comegou a
eluir, o que foi verificado através de lampada de UV. Houve cristalizacdo nas fracdes

1 a 13, denominado de FHEXFLOR 1.
A Figura 6 representa o fluxograma dos procedimentos cromatograficos

realizados com a fragdo hexanica.

4.3.4.1.2 Fragao hexanica das folhas

Processo semelhante foi realizado com a fragado hexanica das folhas (2,5 g),
utiizando a mesma quantidade de silicagel e o mesmo sistema eluente. Foram
obtidas 158 fracbes. Houve cristalizacdo nas fracbes 1 a 10, denominada de
FHEXFOLA1.

FHEX
FLOR

A\ 4

Coluna silicagel 60,
gradiente hexano : ac.
etila, seguido por ac.
etila: M eOH

A4

150 fragdes

\ 4

FHEX 1-10
Cristais

FIGURA 6 — FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DA FRAGAO HEXANICA DAS
FLORES (FHEX FLOR)



52

4.3.4.2 Fragao diclorometano

4.3.4.2.1 Fracgao diclorometano das flores

Com 500 mg da fragdo diclorometano das flores foi preparada uma pastilha com
silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck e submetida a separagdo cromatografica em
coluna (30 X 3 cm) contendo 40 g de silicagel (Figura 7).

O sistema eluente utilizado foi o0 mesmo descrito para a fragdo hexanica nos
mesmos gradientes crescentes de polaridade, utilizando hexano, acetato de etila e
metanol. Foram coletadas 130 fragcbes com aproximadamente 10 mL cada, assim que
o material comegou a eluir, o que foi verificado através de lampada de UV.

A andlise destas fragdes por CCD, utilizando como fase movel hexano:acetato
de etila (90:10) e cloroféormio:metanol (90:10), indicou a presenga de cristais nas
fracbes 10 a 18 (hexano:acetato de etila 70:30), 19 a 39 (hexano:acetato de etila
50:50, acetato de etila 100% e acetato de etila:metanol, gradientes a 5 e 10%) e 40 a
100 (acetato de etila:metanol, gradientes a 10, 15 e 20%).

As fracbes 10 a 18 foram reunidas utilizando como solvente cloroférmio:
metanol 50:50, conduzidas a secura em evaporador rotatério sob pressao reduzida,
resultando em 315 mg. Apds ser submetido a CCD analitica utilizando cromatofolha

silicagel 60 Fo54 Merck e como fase movel cloroférmio: metanol 95:5, foi verificada a

presenca de 2 compostos cujos Rf eram muito proximos, dificultando o processo de
separacao. Na tentativa da sua separagdo, este material foi submetido a CCD

preparativa, utilizando cromatofolha silicagel 60 Fo54 Merck e como fase movel

cloroférmio: metanol 95:5. Apds a corrida e subsequente evaporagéo da fase moével,
foram observadas 3 faixas ao longo da CCD preparativa e a silica raspada nas areas
correspondentes. As subfragdes do material com a silica foram adicionados
cloroférmio: metanol 50:50 e a seguir submetidos a filtragdo em funil de vidro
sinterizado G3. Apds a evaporagao do solvente, foram observados cristais na
subfragdo 2 (denominado de FDCM 10), porém nao se encontravam puros e néo foi

possivel sua purificagdo pelos métodos cromatograficos testados.
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FDCM FLOR

\ 4

Coluna silicagel 60,
gradiente hexano : ac.
etila, seguido por ac.

etila : MeOH
v
130 fragdes
y
cristais
F 10-18 F 19- 39 F 40-100
V‘ \4 A
CCD preparativa 142 fracoes 142 fragbes
A\ 4 \4 \ 4
FDCMS 10 FDCMS 2 F 34-46
Mistura cristais

|

140 fragdes

|

FDCMS 8
cristais

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DA FDCM DAS FLORES

As fragcdes 19 a 39 foram reunidas utilizando como solvente cloroférmio: metanol
50:50, conduzidas a secura em evaporador rotatério sob pressdo reduzida,
resultando em 140 mg que foram eluidos em coluna (17 X 4,5 cm) contendo 28 g de
silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck, utilizando o mesmo sistema eluente citado

anteriormente. Foram coletadas 130 fragcbes com aproximadamente 20 mL cada,
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assim que o material comegou a eluir, o que foi verificado através de lampada de UV.
Foi verificada a presenca de cristais nas fragdes 2 a 4 (hexano:acetato de etila 65:30
a 50:50), denominado de substancia FDCMS 2.

As fragdes 40 a 100 foram também reunidas como descrito para as outras
fragbes anteriores, resultando em 340 mg. Utilizando 320 mg desta fragdo foi
preparada uma pastilha com silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck, que foi
submetida ao fracionamento cromatografico em coluna (30 X 3 cm) contendo 30 g
desta mesma silica e submetido ao mesmo sistema eluente, em volumes de 100 mL
cada (exceto para os gradientes a 10 e 15% de metanol em acetato de etila, no qual
foram utilizados 200 mL). Foram coletadas 142 fragbes com aproximadamente 12 mL
cada, assim que o material comegou a eluir, o que foi verificado através de lampada
de UV. Foi verificada a presenca de cristais nas fracées 34 a 46 (201 mg), porém
como havia mistura de compostos, verificado ao realizar CCD analitica utilizando

cromatofolha silicagel 60 Fo54 Merck e fase movel cloroférmio: metanol (90:10), este

foi submetido a nova separagdo cromatografica em coluna, semelhante a aplicada
inicialmente. Das 140 fracbes coletadas, foi verificada a presenga de cristais nas
fracdes F8 a 18, denominados de FDCMS 8.

4.3.4.2.2 Fragao diclorometano das folhas

Foi preparada uma pastilha com silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck e 500 mg
da fracdo diclorometano das folhas e submetida a separagdo cromatografica em
coluna de silicagel, (17 X 4,5 cm), contendo 28 g de silicagel. Os gradientes de
eluicdo foram os mesmos descritos para a fragao diclorometano das flores.

Foram coletadas 128 fragdes, assim que o material comecou a eluir. No
entanto, ndo houve cristalizagcdo nestas fragdes obtidas por se constituir de uma

mistura de compostos.



55

4.3.4.3 Fragao acetato de etila

Apds armazenamento em congelador da fragdo acetato de etila obtida tanto
das flores quanto das folhas, foi observada sedimentacdo de um material de
coloracdo amarelada, denominado de FAES FLOR, para as flores e FAES FOL para
as folhas. A fracdo acetato de etila remanescente das flores (FAER FLOR) e das
folnas (FAER FOL) e o sedimento das flores (FAES FLOR) foram submetidos a

cromatografia em coluna.

4.3.4.3.1 Fracao acetato de etila remanescente das flores (FAER FLOR)

Inicialmente a fragdo acetato de etila remanescente das flores foi analisada por

CCD analitica (cromatofolha silicagel 60 Fog4 Merck). Foram testadas as fases
moveis CHCI3:MeOH (95:5 e 90:10) e acetato de etila:agua:acido formico

(98,5:1,0:0,5 e 90:5:5), demonstrando ser estas Uultimas as mais indicadas,
possibilitando a observagdo de diversas manchas indicativas de grupos cromoforos
com intensa absor¢do no UV a 360 nm, com alteragdo ou intensificagdo da
fluorescéncia pela revelagdo com nebulizacdo de solucdo de hidroxido de sdodio
concentrada e com reativo de NEU (difenilboriloxietilamino a 1% em metanol),
caracteristico de presenga de substancias fendlicas e flavonoidicas, segundo
metodologia descrita por CARVALHO (2008).

Foi realizada uma pastilha com silicagel e 5 g da fracdo acetato de etila
remanescente, que foi submetida a cromatografia em coluna (30 X 3 cm), contendo 50
g de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck.

O sistema eluente utilizado iniciou com 100% de acetato de etila, seguido por
gradientes de acetato de etila:agua:acido féormico (98,5:1,0:0,5; 97:2:1; 95:3:2 e
90:5:5), e posterior gradientes de acetato de etila:metanol:agua:acido férmico
(85:5:5:5:; 80:10:5:5; 75:15:5:5; 70:20:5:5) até 100% metanol, em volumes de 200 mL
cada, tendo sido coletadas 170 fracbes com aproximadamente 10 mL cada, assim que
o material comecgou a eluir, o que foi verificado através de lampada de UV a 360 nm.
Houve cristalizacdo nas fracdes 4 a 8 (denominado FAER 4) e 20 a 33 (denominado
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de FAER 20), obtidos com os gradientes de acetato de etila:agua:acido férmico
98,5:1:0,5 € 97:2:1.

4.3.4.3.2 Fragao acetato de etila sedimentada das flores (FAES FLOR)

O material que sedimentou quando a fragcdo acetato de etila das flores foi
armazenada no congelador (FAES FLOR) foi separado por filtragdo a vacuo, em funil
de vidro sinterizado (G4) e lavado com hexano P.A. gelado, correspondendo a 208
mg. Com este material foi também realizada CCD analitica (cromatofolha silicagel 60

Fogs4 Merck), utilizando acetato de etila:agua:acido formico 90:5:5 como fase movel,

revelada tanto com solugédo de hidroxido de sédio concentrada quanto com reativo de
NEU. O material foi também submetido a cromatografia em coluna (65 X 1,8 cm),
contendo 34 g de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck.

O sistema eluente foi o mesmo utilizado para a fracdo acetato de etila
remanescente. Foram coletadas 150 fragcbes com aproximadamente 10 mL cada,
assim que o material comegou a eluir, observado através de lampada de UV a 360
nm. Foi verificada cristalizacao nas fracbes 9 a 16, denominada de FAES 9, obtidas
com os gradientes de acetato de etila:agua:acido féormico 98:1:1 e 95:3:2.

A Figura 8 representa o fluxograma dos procedimentos cromatograficos

realizados com a fragao acetato de etila obtida das flores.
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Sedimento FAE Remanescente
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Coluna silicagel 60, Coluna silicagel 60,
gradiente ac. etila: H)O: gradiente ac. etila: H,0:
HCOOH, seguido por ac. HCOOH, seguido por ac.
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FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DA FRAGCAO ACETATO DE
ETILA DAS FLORES (FAE FLOR)

4.3.4.3.3 Fracao acetato de etila remanescente das folhas

A fracdo acetato de etila remanescente das folhas foi analisada por CCD
analitica (cromatofolha silicagel 60 Fo54 Merck), segundo metodologia descrita para
as flores.

Foi realizada uma pastilha com silicagel e 500 mg da fracdo acetato de etila
remanescente das folhas, que foi submetida a cromatografia em coluna (17 X 4,5 cm),
contendo 28 g de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck. O sistema eluente utilizado
iniciou com 100% de hexano, tendo acetato de etila como gradiente inicial de
polaridade até 100% de acetato de etila. As mudancgas de solvente foram de 5 em 5%,
em volumes de 50 mL cada. Em seguida foi realizado processo semelhante
empregando agora acetato de etila e metanol, também em gradientes crescentes de
polaridade até metanol 100%. Foram coletadas 127 fragbes com aproximadamente 10

mL cada, assim que o material comecou a eluir, o que foi verificado através de
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lampada de ultravioleta a 360 nm. Houve cristalizacdo entre as fracbes 72 a 85, as
quais foram reunidas ap6s CCD analitica. Por demonstrar uma mistura de compostos
de Rf préximos, este material foi submetido a CCD preparativa com cromatofolha

silicagel 60 Fo54 Merck, utilizando acetato de etila:acetona:agua (25:8:2) como fase

movel.

4.3.4.3.4 Fracao acetato de etila sedimentada das folhas (FAES FOL):

O material que precipitou quando a fragdo acetato de etila das folhas foi
armazenado em congelador, foi separado por filtragdo a vacuo, em funil de vidro
sinterizado (G4) e lavado com hexano P.A. gelado. Esta substancia foi submetida a

CCD analitica (cromatofolha silicagel 60 Fog54 Merck), utilizando as fases moveis

acetato de etila:agua:acido férmico (90:5:5) e cloroférmio:metanol (90:10).

4.3.4.4 Residuo do extrato etandlico

4.3.4.4.1 Residuo do extrato etandlico das flores:

O residuo que precipitou do extrato etandlico das flores (15 g) foi submetido a
cromatografia em coluna (30 X 3 cm), contendo 40 g de silicagel 60 (0,063 a 0,200
mm) Merck.

O sistema eluente utilizado foi similar ao descrito para a fragdo acetato de etila
remanescente das folhas. Foram coletadas 39 fragdes com aproximadamente 12 mL
cada. Foi verificada a precipitacdo de um material de coloragdo branca nas fragcoes
coletadas de 1 a 7, denominado de RES FLOR.

A Figura 9 representa o fluxograma dos procedimentos cromatograficos

realizados com o residuo.
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RESIDUO

Coluna silicagel 60,
gradiente hexano: ac.
etila, seguido por ac.
etila:MeOH

'

39 fragdes

!

RESFLOR1a7
cristais

FIGURA 9 - FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DO RESIDUO DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FLORES (RES)

4.3.4.4.2 Residuo do extrato etandlico das folhas:

Foram utilizados 7 g do residuo que precipitou do extrato etandlico das folhas
para serem submetidos a cromatografia em coluna (17 X 4,5 cm), contendo 28 g de
silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck. O sistema eluente foi o0 mesmo utilizado
anteriormente. Foram obtidas 40 fragdes. Cristalizacdo foi obtida nas fracbes 1 a 4,
denominada de RESFOL.
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4.3.5 ldentificagdo das substancias isoladas das flores e das folhas das fragoes

hexanica, diclorometano, acetato de etila e do residuo do extrato etandlico:

Na determinacao das estruturas das substancias isoladas destas fracbes foram
utilizados métodos espectroscépicos classicos (UV, RMN de 'H, RMN de °C e IV),
que foram comparados com os dados de literatura ja descritos para estas
substancias, bem como determinagdo dos pontos de fusdo. Para as substancias
heterosidicas foi realizada a hidrélise e a verificagdo do desvio da luz polarizada,
utilizando polarimetro digital.

Para a avaliacdo por espectroscopia no ultravioleta/visivel, as substancias
isoladas foram dissolvidas em metanol na concentragéo de 1 mg/100 mL e verificados
os deslocamentos provocados nestas pelos reagentes diagnésticos (NaOMe, NaOAc,
NaOAc / H3BOs3, AICI3, AICI3 / HCI), segundo metodologia descrita em MABRY et al.
(1970). Os espectros foram registrados em espectrofotdmetro UV/visivel UV 1601 PC
Shimadzu, no intervalo entre 200 a 400 nm.

Para as espectroscopias de RMN de 'H e RMN de C foram utilizadas de 7 a 15
mg das amostras, solubilizadas em metanol deuterado, dimetilsulféxido (DMSO) ou
cloroférmio deuterado, conforme a solubilidade das substancias ou a disponibilidade
do solvente e submetidas aos ensaios em equipamento Varian, na frequéncia de 300
e 75 MHz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos (&) foram fornecidos em
ppm.

Nas analises por espectroscopia no infravermelho, foram realizadas pastilhas
das amostras com brometo de potassio (previamente deixados em dessecador por 24
hs), sendo os espectros realizados em equipamento Bio-rad.

Hidrolises acidas foram realizadas para as substancias que se apresentassem
como heterosidios para auxiliar na sua identificagao.

A hidrdlise foi realizada por duas metodologias: utilizando HCI 10% (ANDRADE,
2003) e TFA 4N (PASSOS, 2002). Segundo JUSTESEN e KNUTHSEN (2001), ha
possibilidade de ndo se conseguir uma hidrélise completa de alguns flavonoides
glicosilados, verificada em exemplares de plantas, sugerindo a aplicagao de

metodologias diferenciadas para um melhor resultado deste processo.
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Para a hidrolise utilizando acido cloridrico, 3 mg da substancia isolada obtida
foram adicionados a 20 mL de HCI 10% e deixados sob refluxo por 30 minutos. Apds
este periodo a solugcido acida foi concentrada em evaporador rotatério sob pressao
reduzida, utilizando iso-propanol como fator de redu¢cdo do ponto de ebulicdo da
agua, por formar um azeotrépo com a agua em 73° C. O material resultante foi
dissolvido em piridina para ser cromatografado.

Na hidrdlise realizada com acido triflior acético (TFA) 4N, a 2 mg da substancia
analisada foi adicionado 0,5 mL de TFA 4 N e deixado em estufa a 95° C por 120
minutos, em frasco com a tampa bem vedada. Apos este periodo, o frasco com o
material hidrolisado foi submetido a centrifuga a vacuo para a evaporagao do TFA,
seguido pela realizagcdo de CCD analitica utilizando cromatofolha silicagel 60

Fosq4,em fase modvel especifica para as substancias analisadas e os respectivos

padrdes, empregando orcinol (1%) em metanol:H,SO,4 (90:10), com aquecimento,

como revelador.

4.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A determinacdo do conteudo de compostos polifendlicos, realizada para os
extratos etandlicos (EE FLOR e EE FOL) e para as fragdes hexanicas (FHEX FLOR e
FHEX FOL), diclorometano (FDCM FLOR e FDCM FOL) e acetato de etila (FAE
FLOR e FDCM FOL), obtidos, respectivamente, das flores e das folhas de Acacia
podalyriifolia, foi realizada pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (KUJALA et
al., 2000; WU et al., 2005; MEDA et al., 2005).

A 0,5 mL de cada amostra (EE, FHEX, FDCM e FAE), nas concentragdes de
0,025 a 0,125 mg/mL, foi adicionado 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu 2N. Apds
um periodo de 2 minutos, foi acrescentado aos tubos 0,5 mL de carbonato de sddio
(Na2CO3) a 10% e 1,0 mL de agua destilada e a mistura homogeneizada. Apos 1
hora de incubagdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi mensurada em
espectrofotdmetro a 760 nm, usando agua destilada como branco. Acido galico

(0,0025 a 0,00125 mg/mL), dissolvido em agua, foi usado para elaboragao da curva
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de concentragdo padrdo e os valores de fendlicos totais foram expressos como

equivalentes de acido galico (mg % de acido galico).

4.5 AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Neste trabalho foram utilizadas bioautografia, difusdo em disco e macrodiluicdo
em caldo para a determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM ou MIC) para
os extratos etandlicos, as fragcdes hexanica, diclorometano e acetato de etila e as
substancias isoladas e identificadas, obtidas das flores e das folhas da A.

podalyriifolia.

4.5.1 Bioautografia

Para o ensaio de bioautografia, metodologia adaptada de CUNICO e
colaboradores (2007), a amostra é aplicada em placas de CCD, desenvolvida com a
fase movel definida e sobre esta adicionado o meio de cultura com os
microorganismos a serem avaliados. A presenga de zonas de inibicdo do crescimento
microbiano nos bioautogramas analisados indica a presenca de compostos ativos,
referenciados por seus Rfs.

As cepas gram positivas utilizadas nestes ensaios foram Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12229) e Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615). Como cepas gram negativas foram utilizadas Escherichia coli (ATCC
25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Proteus mirabilis (ATCC 43071),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27857) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028)
adquiridas da Newprov® em discos esterilizados e reconstituidas conforme
recomendagdes do fabricante.

Na reconstituicdo destas cepas foi utilizado um disco liofilizado de cada
microorganismo, que foi colocado em meio TSB e incubado em estufa a 35°C por uma
noite (aproximadamente 15 horas). No dia seguinte, verificado o desenvolvimento

microbiano uniforme, houve o repique em meio agar Mueller-Hinton, com auxilio de
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alca estéril e, entdo, incubado a 35°C por 24 horas, para que na realizacdo dos
ensaios 0os microorganismos estivessem na fase logaritmica de crescimento.

Para o preparo dos indculos foram retiradas colbnias isoladas de cada um dos
microorganismos, com auxilio de alga e em camara de fluxo laminar e suspendidas
com 10 mL de solugdo salina estéril 0,9%, em tubos de ensaio. Segundo
recomendagdes do NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS (1997), as suspensdes bacterianas foram ajustadas em conformidade
com o tubo 0,5 da escala Mac Farland, preparado pela adicao de 0,5 mL de cloreto de
bario a 1% em 99,5 mL de acido sulfarico a 1%, correspondendo a 10® UFC/mL
(BIER, 1990).

Em cémara de fluxo laminar, foram aplicados 10 pL de cada amostra (12, 5

pg/uL) em placa de silicagel 60 Fog4 Merck (2,5 X 5,0 cm), utilizando fase movel

especifica para cada amostra. Para o extrato etandlico, as fragdes diclorometano e
acetato de etila e para a substancia isolada da fracdo FAER 20, a fase movel utilizada
foi acetato de etila: acido formico: agua 90:5:5. Foi também utilizada a fase movel
cloroférmio: metanol 90:10 para a fragdo diclorometano, para a substancia isolada
FAER 4 ou a FDCMS 2 e para a fracdo hexanica. Para a substancia RES foi
empregada a fase mével hexano:acetato de etila (150:7). As placas de CCD foram
deixadas em estufa a 70°C por 20 min para a evaporacgao total dos solventes. Sob
fluxo laminar, cada placa de CCD assim obtida foi colocada no centro de uma Placa
de Petri estéril e fechada.

Em meio agar Mueller-Hinton, anteriormente autoclavado e apds ser resfriado
até aproximadamente 35 °C, foi acrescentado o indculo bacteriano padronizado
conforme descrito anteriormente, sendo adicionado 1 mL do inéculo para cada 100
mL do meio e acrescentado 20 mL destes as respectivas placas de Petri contendo as
placas de CCD com as amostras.

Como controles positivos de inibicdo do crescimento bacteriano, foram utilizados
discos de cefalotina e cloranfenicol 0,030 mg e como controle negativo foram
empregadas as placas de CCD sem as amostras, realizadas somente com a fase
movel correspondente e apds a evaporagao desta. Foi também realizado controle da
esterilidade do meio e das placas, empregando somente as placas de CCD e o meio

Agar Mueller Hinton sem o inéculo.
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Os procedimentos foram realizados em ftriplicata para cada amostra. O material
assim obtido, denominado de bioautograma, foi incubado por 24 hs a 35 °C. Apods
este periodo, em camara de fluxo laminar, foi nebulizado com solugcdo aquosa de
trifeniltetrazolim a 1%, utilizado como revelador, e deixado por mais 30 minutos em

estufa para se verificar as zonas de inibigao.

4.5.2 Difusdo em disco

Pela metodologia da difusdo em disco, adaptada de KONEMAN e colaboradores
(1992), é verificada a presenga de zonas de inibicdo do crescimento de cepas
bacterianas gram positivas e gram negativas, em meio agar Mueller-Hinton, perante
os discos de papel impregnados com as amostras.

As mesmas amostras das flores e das folhas citadas anteriormente foram
diluidas adequadamente com metanol, esterilizadas utilizando membranas filtrantes
(Millex ®), com poro de 0,22 um e adicionadas aos discos de papel de filtro estéril de
6 mm de didametro, obtendo as concentracbes de 1 e 0,5 mg/disco quando
adicionados de 20 pL de cada uma destas amostras.

A partir dos inéculos padronizados citados anteriormente, em camara de fluxo
laminar, um Swab estéril foi mergulhado na suspensao bacteriana. O excesso de
liquido foi retirado ao se pressionar o Swab contra as paredes internas do tubo de
ensaio e, em seguida, este foi esfregado em varias diregdes na placa de Petri com o
meio agar Mueller-Hinton, até a cobertura de toda a placa. Este procedimento foi
realizado para cada uma das suspensodes bacterianas.

Nas placas assim semeadas com as cepas bacterianas foram adicionados os

discos de papel de filtro, previamente adicionados das amostras.
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Foram ainda utilizados discos contendo cloranfenicol 0,030 mg como controle
positivo e como controle negativo foram empregados discos impregnados com
metanol e cloroférmio (solventes utilizados no preparo das amostras).

Os testes foram realizados em triplicata para cada um dos microorganismos e as
placas incubadas a 35°C durante 24 horas. Apds este periodo, as placas foram

verificadas e os resultados registrados.

4.5.3 Concentraggo inibitoria minima (CIM)

As mesmas amostras e indculos descritas anteriormente também foram
submetidas a avaliagdo do potencial antibacteriano pela determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM ou MIC), através de macrodiluicdo em caldo,
adaptada KONEMAN et al. (1992).

Aliqguotas de 0,1 mL das suspensdes bacterianas padronizadas foram
misturadas com 100 mL de solugdo aquosa estéril de Tween 80 (2%) para entdo
serem utilizadas nos testes. Diluicbes sequenciais das amostras foram utilizadas (2, 1,
0,5, 0,25, 0,125 e 0,065 mg/mL) e adicionadas aos tubos de ensaio contendo 1 mL de
Caldo Triptico de Soja estéril (TSB, Triptic Soybean Broth). Sobre estes, foi
adicionado 1 mL das cepas bacterianas preparadas conforme descrito anteriormente.
Tubos controle negativo continham somente os microorganismos sem as amostras,
enquanto que os controles positivos continham os microorganismos e cloranfenicol 2
mg/mL. Todo o processo foi realizado em duplicata. O material assim preparado foi
incubado a 35°C por 24 horas.

A concentracdo inibitéria minima foi definida como a menor concentragdo da
amostra em que ndo ocorre o crescimento microbiano, verificado pela auséncia de
turvagéo no tubo com as amostras e os microorganismos (KONEMAN et al., 1992).

Os ensaios para avaliagdo da atividade antibacteriana foram realizados no
TECPAR e no laboratério de Controle de Qualidade Il do Departamento de Farmacia
da UFPR.
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4.6 AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A triagem antioxidante foi realizada nestes estudos através da determinacgéo
da capacidade antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio, pela atividade
captadora ou sequestrante do radical livre DPPH e pela captacdo de radicais
peroxila no teste TBARS.

4.6.1 Ensaio da redugdo do complexo fosfomolibdénio (adaptado de PRIETO et al.,
1999 e BIANCO, 2003)

Os extratos etanolicos (EE FLOR e EE FOL), as fragdes hexanicas (FHEX FLOR
e FHEX FOL), diclorometano (FDCM FLOR e FDCM FOL) e acetato de etila (FAE
FLOR e FAE FOL), as substancias isoladas, obtidas das flores e das folhas, e os
padrdes de acido ascorbico e rutina foram submetidos aos ensaios para deteccao de
atividade antioxidante através da verificagdo da formagdo do complexo
fosfomolibdénio. Os extratos e fragdes obtidos das folhas também foram submetidos a
estas avaliagdes.

A solucado reagente do complexo fosfomolibdénio foi formada pela reagdo da

solucdo de Na3zgPO4 (28 mL, 0,1 mol/L), com a solugéo de (NH4)gMo7024.4H20 (12
mL, 0,03 mol/L) e a solugdo de H2SO4 (20 mL, 3 mol/L), em meio aquoso, com

volume final ajustado para 100 mL com agua destilada. A 1 mL desta solugao
reagente foram adicionados 0,3 mL das amostras avaliadas, com concentragédo 0,2
mg/mL, 1 mL de agua destilada e a mistura incubada por 90 minutos a 95° C. O
mesmo procedimento foi realizado para os padrées (acido ascoérbico e rutina 0,2
mg/mL). Apds o resfriamento, procedeu-se a leitura das absorbancias em
espectrofotdbmetro a 695 nm, usando a solugao reagente como branco.

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em relacdo ao padrao de

acido ascorbico, cuja atividade de referéncia foi considerada 100%.
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4.6.2 Ensaios com o radical livre DPPH

Na verificagdo da atividade antioxidante utilizando o radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazina (DPPH"), inicialmente foi realizada uma avaliagdo qualitativa através de
cromatografia em camada delgada nebulizada com solugdo de DPPH 0,2% (p/v) e,

em seguida os ensaios quantitativos (espectroscopicos).

4.6.2.1 Avaliagao da atividade antioxidante por cromatografia em camada delgada:

A metodologia empregada foi adaptada de CONFORTI e colaboradores (2002),
utilizando placas de cromatografia em camada delgada (cromatofolha silicagel 60 F

254 Merck), nas quais foram aplicados 10 uL de cada amostra (10 mg/mL) e de rutina

(1 mg/mL), utilizada como padrdo, empregando acetato de etila : acido férmico : agua
(90: 5 : 5) como fase mével. Em seguida, apds a evaporagdo da fase movel, as
placas foram reveladas com solug¢ao a 0,2% (p/v) de DPPH, em metanol, e depois de

30 minutos, foram avaliadas e fotografadas.

4.6.2.2 Avaliagao da reducao do radical DPPH por espectroscopia de UV-vis:

A acgao antioxidante da Acacia podalyriifolia foi analisada pela capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras captarem o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazina), conforme as metodologias descritas por GYAMFI, YONAMINE, ANIYA
(1999), MEDA e colaboradores (2005) e WU e colaboradores (2005), com algumas

modificacodes.
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Para a avaliacdo desta atividade, aliquotas das amostras e padrdes foram
diluidas com etanol para se obter as concentragdes de 0,5 a 400 pg/mL. A 3 mL de
cada amostra foi acrescentado 0,1 mL de solucéo etandlica do radical livre DPPH 1
mM. Apds 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, a
reducido do radical livre DPPH foi mensurada pela leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 517 nm, contra um branco especifico em cada avaliagéao,
formado somente pelas amostras nas suas respectivas diluicdes. Como controle, foi
utilizado 0,1 mL de solugao etandlica de DPPH 1 mM e 3 mL de etanol.

A atividade captadora (removedora) de radical foi obtida pela porcentagem de

atividade antioxidante, conforme a equacao:

% de atividade antioxidante = [(AbSContro|e — AbSamostra) / AbSContro|e ] X100

Sendo,

Absgmostra: absorbancia da amostra

Abscontrole: absorbancia do controle

A determinagédo da ECg(p (concentragédo efetiva), ou seja, concentragéo da

amostra ou padrao que causa 50% de inibicado da acumulagédo de produtos oxidados
por captar 50% dos radicais livres presentes na amostra, verificada pela diminuicdo
da absorbancia inicial apresentada na solu¢gao com a adicéo do radical livre DPPH, foi
estimada pela equagado obtida por regressao linear. Para a plotagem dos pontos,
foram utilizados os valores das médias obtidas de triplicatas realizadas para cada um

dos testes.

4.6.3 Teste com espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS):

As mesmas amostras obtidas das flores e das folhas de Acacia podalyriifolia
foram submetidas ao teste TBARS (espécies reativas do acido tiobarbiturico),

segundo metodologia adaptada de MORAIS e colaboradores (2006), utilizando as
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concentragdes de 100, 500 e 1000 ppm (partes por milhdo). Acido ascérbico e BHT
(butil hidréxi tolueno) foram empregados como padrées. Todo o procedimento foi

realizado em triplicata.

Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL de solucdo de gema de ovo (10%
p/v), 0,1 mL de cada amostra ou padrao e o volume completado para 1 mL com agua
destilada. Em seguida, foram adicionados a cada um dos tubos de ensaio 0,05 mL de
solugédo de 2,2’-azobis(2-amidinopropano)dihidrocloreto - AAPH (0,07 mol/L), 1,5 mL
de solugéo de acido acético 20% (pH 3,5) e 1,5 mL de solugéo de acido tiobarbiturico
- TBA (0,8% p/v) em solugao de dodecil sulfato de sddio - SDS (1,1% p/v). O material
assim preparado foi submetido ao banho-maria (950 C) por 1 hora, sob agitagao. Apds
resfriamento, foram adicionados a cada tubo 5 mL de n-butanol, centrifugados por 10
minutos a 3000 rpm e os sobrenadantes mensurados em espectrofotdmetro em 532
nm. O mesmo processo foi realizado com tubos controle, nos quais foram adicionados

todos os reagentes exceto as amostras.

A atividade antioxidante foi determinada pelo indice Antioxidante (IA), obtido em

porcentagem, segundo a Equacao:
IA (%) =1 - (ADS amostra/ ADS controle) X 100
Sendo,
AbS amostra: @absorbéncia da amostra

Abs controle : @bsorbancia do controle totalmente oxidado

Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA), avaliando-se as
diferengas entre as concentragdes e entre as amostras pelo teste de Tukey, sendo

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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Os testes para avaliagdo de atividade antioxidante, utilizando as metodologias
descritas com o radical livre DPPH, com o complexo fosfomolibdénio e com o teste
TBARS foram realizados no laboratério de Fitoquimica e na Central Analitica do

Departamento de Farmacia da UFPR.

4.7 ENSAIO DE TOXICIDADE GERAL PELA Artemia salina

Este ensaio consiste da exposi¢ao das larvas (nauplios) de Artemia salina Leach
aos extratos e substancias obtidos das plantas (previamente evaporados e acrescidos
de agua salgada), sendo determinada a mortalidade destas larvas apds 24 horas.
Esta metodologia foi escolhida por ser pratica, rapida, sensivel e de baixo custo
(MEYER et al. 1982; CAVALCANTE et al., 2000).

A avaliacdo de toxicidade frente a Artemia salina foi realizada segundo
metodologia padrao adaptada de MEYER et al. (1982), CAVALCANTE et al. (2000) e
SANTOS et al. (2009). Tubos de ensaio contendo as amostras obtidas das flores e
das folhas da A. podalyriifolia nas concentragbes de 1000, 100, 10, 1 e 0,1 pyg/mL
foram deixados por 24 horas em estufa a 50°C para a evaporacao total dos solventes.
Ovos de Artemia salina (200 mg/400 mL) foram colocados para eclodir em agua
salgada (composta por 41 g de sal marinho em 1000 mL de agua purificada) por 48
horas, sobre agitagdo continua, com temperatura controlada entre 27 e 30 °C e o pH
ajustado entre 8 a 9 com carbonato de sddio. Apds a eclosdo dos ovos, foram
transferidos 10 nauplios de Artemia salina para cada tubo de ensaio contendo as
fragbes e para os tubos controle. Como controle positivo, foi utilizado dicromato de
potassio nas mesmas concentragdes das amostras, também previamente evaporado
em estufa. Como controles negativos, foram utilizados somente tubos com a agua
salgada e também tubos com os solventes utilizados na diluicdo das amostras
(metanol e hexano). O volume dos tubos foi ajustado com agua salgada para 3 mL.
Apos 24 horas, foi verificado se havia mortalidade destes nauplios frente as amostras
e controles e determinada a dose letal média que promovia 50% de mortes (DLso),

estimada a partir de equagdes obtidas por regressao linear. Foram consideradas
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ativas as amostras com DLsy; menor que 1000 pg/mL. Todos os testes foram
realizados em triplicata, contendo 10 nauplios cada um destes. Os dados de DLsg

obtidos foram apresentados como valores das médias e desvio padrao.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Para avaliacdo da atividade alelopatica foram utilizadas as mesmas amostras
obtidas das flores e das folhas de A. podalyriifolia, bem como agua e os demais
solventes empregados no teste como controle.

A metodologia utilizada foi de verificagdo de ocorréncia de efeitos inibitérios ou
estimulantes na germinagdo e no crescimento de Lactuca sativa (alface), frente as
amostras, adaptada de MALHEIROS e PERES (2001).

As sementes utilizadas na avaliagdo da germinacédo e do crescimento foram de
Lactuca sativa, classe fiscalizada, cultivar Baba. Esta espécie foi escolhida como
amostra nos biotestes por ser amplamente citada na literatura e apresentar
caracteristicas apropriadas: maior sensibilidade aos efeitos alelopaticos das plantas,
ser facilmente encontrada, requerer pequeno periodo para a germinagcao e para o
crescimento, nao precisar de foto-periodo, possuir umidade e temperatura de
germinagao e crescimento bem definidas, a radicula da plantula apresentar um eixo
unico o que facilita a leitura do crescimento, além do tamanho da semente ser
considerado mais uniforme (CARBALLEIRA; REIGOSA, 1999; FERREIRA; AQUILA,
2000).

As amostras derivadas dos extratos e fragcdes foram diluidas de forma a obter
solugbes com 0,01, 0,02, 0,04 e 0,08 mg/mL em metanol, exceto para o composto
RES e para a fragao hexanica (FHEX) que foram dissolvidos em hexano. As amostras
foram preparadas em duplicata para as avaliacbes de germinagao e de crescimento
das sementes de Lactuca sativa.

Dentro das caixas Gerbox foram colocadas folhas de papel Whatman numero 6,
embebidas previamente com 5 mL de cada amostra, de forma que os papéis de filtro

dentro das caixas Gerbox contivessem as concentracdes descritas anteriormente.
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Estas caixas Gerbox foram deixadas em estufa a 40°C por 24 horas para a
evaporacgao total dos solventes e, apds este periodo, foram adicionados 5 mL de agua
destilada e distribuidas 20 sementes de L. sativa em cada uma, em 4 repeticbes
consecutivas de 5 sementes. Este material foi utilizado nos testes de germinagéo e de
crescimento. Foram também realizados ensaios controle, submetidos as mesmas
condicbes de ambiente, utilizando-se apenas os solventes (um destes com agua,

outro com metanol e outro com hexano) e as sementes (Figura 10).

T

FONTE: ANDRADE (2008)

FIGURA 10 - BRANCO (AGUA) PREPARADO PARA OS TESTES DE ALELOPATIA
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4.8.1 Teste da germinagao

Neste teste foi avaliado o efeito de cada amostra sobre a germinagdo das
sementes.

O material preparado e os controles foram colocados em germinador com limites
de temperatura entre 20,5 e 23°C.

Na verificagdo da germinacdo, as sementes foram contabilizadas e retiradas
aquelas que germinaram. Este procedimento foi realizado diariamente, sempre no
mesmo horario, durante 6 dias, dentro de camara de fluxo laminar para impedir

contaminagao com microorganismos.

4 .8.2 Teste do crescimento

Neste teste foram avaliados os efeitos de cada amostra sobre o crescimento da
radicula e do cauliculo (hipocétilo) da plantula.

Os materiais foram processados de modo similar ao do teste da germinagéo,
sendo que somente apos o 6° dia de incubacéo é que as amostras foram analisadas e
os resultados relacionados estatisticamente aos obtidos para os controles. Foram
avaliados os comprimentos da radicula (que origina a raiz) e o do hipocétilo (que
origina o caule), utilizando papel milimetrado.

Os resultados obtidos foram relacionados estatisticamente com aqueles
apresentados pelos controles.

A avaliagdo da atividade alelopatica foi realizada no laboratério de

Farmacotécnica do Departamento de Farmacia da UFPR.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE SOLIDOS NO EXTRATO ETANOLICO E NAS FRACOES

Do particionamento do extrato etandlico (EE) resultaram as fragées hexanica,
diclorometano e acetato de etila e o residuo que precipitou na obtengdo do extrato
etandlico.

Em aspectos gerais, o extrato etandlico, residuo e suas fragdes, obtidos das flores,
apresentaram um maior rendimento (42,60% p/p em relacao as flores secas) do que
quando obtido das folhas (27,02% p/p em relacdo as folhas secas). Para as flores, o
maior rendimento entre as fragdes foi da fracdo acetato de etila (4,21%), enquanto que
para as folhas foi a hexanica (5,97%) que até superou o residuo (5,42%), conforme pode

ser verificado na Tabela 2.

TABELA 2 — TEOR DE SOLIDOS NA PARTICAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS
FLORES E DAS FOLHAS DE Acacia podalyriifolia A. CUNN. EX G. DON

Peso(g) a partir

Extrato/ Peso (g) a Rendimento de 150 g de Rendimento
fracao partir de 150 g (% p/p) folhas secas (% p/p)
de flores secas (flores secas) (folhas secas)

EE 37,86 25,24 18,02 12,01
RES 15,35 10,23 8,13 5,42
FHEX 3,68 2,45 8,93 5,97
FDCM 0,7 0,47 0,91 0,61
FAE 6,31 4,21 4,53 3,01
TOTAL 63,90 42,60 40,52 27,02

Legenda: EE: extrato etandlico; RES (residuo precipitado na obtencdo do extrato etandlico);
FHEX: fracdo hexanica; FDCM: fracao diclorometano; FAE: fracdo acetato de etila.
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5.2 PESQUISA DE GRUPAMENTOS FITOQUIMICOS NOS EXTRATOS E FRACOES

A triagem fitoquimica mostrou diferengas quando os extratos ou fragdes eram

originarios das flores ou das folhas. Para as flores, foram detectados flavonoides,

taninos, compostos fenodlicos e esteroides/triterpenoides, enquanto que no material

obtido das folhas foi verificada a presenga de alcaloides, cumarinas, flavonoides,

taninos, compostos fendlicos, quinonas e esteroides/triterpenoides, conforme pode ser

verificado na Tabela 3.

TABELA 3- RESULTADOS DA ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO E
DAS SUAS FRACOES OBTIDAS DAS FLORES E FOLHAS DE Acacia
podalyriifolia A. CUNN. EX G. DON

GRUPO EE EE FHEX FHEX FDCM FDCM FAE FAE
FITOQUIMICO FLOR FOL FLOR FOL FLOR FOL FLOR FOL
Alcaloides N P N N N P N N
Compostos
fendlicos P P P P P P P P
Flavonoides P P P P P P P P
Cumarinas N N N N N P N N
Quinonas N N N N N N N P
Esteroides/
Triterpenoides N P P P N N N P
Saponinas p* pP* N N N N N
Taninos pP* p* N N N N N N

Legenda: EE: extrato etandlico; FHEX: fracdo hexéanica; FDCM: fracdo diclorometano; FAE:
fragao acetato de etila; FLOR: extrato ou fragdes obtidos das flores; FOL: extrato ou
fragGes obtidos das folhas; P: resultado positivo para o grupo fitoquimico avaliado; N:
resultado negativo para o grupo fitoquimico avaliado; P*; resultado positivo detectado

somente nos extratos aquosos.
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A presenca de diversas substancias, pertencentes aos grupos detectados nesta
triagem fitoquimica, pode estar relacionada as diferengas verificadas para os extratos e

fragbes originarios das flores e das folhas na avaliagédo dos testes biolégicos.
5.3 ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS

O isolamento de substancias foi realizado nos residuos dos extratos etandlicos e
nas fragdes hexanicas, diclorometano e acetato de etila, obtidas das flores e das folhas
da Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, apds a evaporagao dos solventes, sob

pressao reduzida e temperatura de 40° C.
5.3.1 Fracao acetato de etila das flores:

A fracao acetato de etila, apés armazenamento em freezer, resultou em um

sedimento (FAES) e na fragdo remanescente (FAER).
5.3.1.1 Fracdo remanescente

A fragao acetato de etila remanescente, submetida a cromatografia em coluna
(5g), demonstrou cristalizagdo nas fragdes 4 a 8 (denominado FAER 4, 7 mg, cristal
amarelo em agulhas) e 20 a 33 (denominado de FAER 20, 482 mg, cristal branco em

agulhas).
5.3.1.1.1 Substéncia FAER 4

Para o composto FAER 4 (7 mg), a analise por espectrometria no IV (Figura
11), utilizando equipamento BIO-RAD, demonstrou bandas de forte intensidade entre
3280 e 3053 cm, caracteristica da presenca de hidroxilas fendlicas (deformagao
axial), em 1639 cm™ relativa & presenca de carbonila conjugada e um conjunto de
bandas proximas a 1602 cm™ caracteristica de insaturacdes (C=C) do anel aromatico.
As bandas entre 1083 e 731 cm™ representam as deformacdes angulares de C-H do
anel aromatico (SILVERSTEIN et al., 1991).
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FIGURA 11 — ESPECTRO NO IV DA SUBSTANCIA FAER 4
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Os resultados obtidos a partir da espectroscopia no UV, utilizando os reativos
diagnésticos descritos em MABRY, MARKHAN e THOMAS (1970), estao demonstrados

na Tabela 4.

TABELA 4 — PRINCIPAIS COMPRIMENTOS DE ONDA (A) NO ESPECTRO DE UV
PARA A SUBSTANCIA ISOLADA DA FRAGCAO FAER 4

Reagente Anm (log g)
MeOH 210 (4,26); 288 (4,06); 320 (3,65)
NaOMe 244 (4,00); 322 (4,18)
NaOAc 290 (3,95); 324 (4,05);
NaOAc/H3BO3 288 (4,06); 320 (3,74)
AICI3 309 (3,99); 370 (3,40)
AICI3 / HCI 310 (3,43); 374 (3,45)

A Figura 10 apresenta os espectros no UV com os reagentes diagndésticos para a
substancia FAER 4 (I: solugdo metandlica com adigdo de metdxido de sodio; Il: adigao
de acetato de sodio a solugdo metandlica e apds acrescentar o acido borico; Ill: adigao
de cloreto de aluminio a solugdo metandlica e com o acréscimo de acido cloridrico).

A observacado de um maximo de absorbancia a 288 nm, com um ombro a 320 nm
no espectro de UV da solugdo metandlica indicou a presenca de flavonoide do tipo
flavanona, segundo MABRY, MARKHAN e THOMAS (1970). Os sinais de RMN de 'H a
0 2,67 (1H, dd, J = 3,0 Hz, 2¢; J = 12,6 Hz, 3f; H3w), 3,10 (1H, dd, J = 12,8 Hz, 2¢; J =
17,2 Hz, 3a; H3B), 5,21 (1H, dd, J = 3,0 Hz, 3a; J = 12,8 Hz, 3B; H2a), ao detectar a
presenca dos hidrogénios 3a e 3B confirma os dados de UV sobre a presenca de uma
flavanona. Estes dados esto associados aos do RMN de *C em 44,0 (referente ao C-
3) e 80,5 ppm (C-2).
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FIGURA 12 — ESPECTRO DE UV DA SUBSTANCIA FAER 4
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Pela analise no UV, o deslocamento batocromico de 34 nm observado pela
adicdo de metdxido de sédio (NaOMe) a solugdo metandlica indica a presenga de
hidroxila livre na posi¢ao 7. Isto se confirma pelo deslocamento batocromico de 36 nm
na banda I, provocado pela adi¢do de acetato de sodio (NaOAc) a solugdo metandlica
(KERBER, 1988; KERBER , SILVA, 1993; SILVA, 2001; PEITZ, 2003). Ao utilizar o
NaOMe ou o NaOAc ocorre a ionizagao da hidroxilas fendlicas, sendo particularmente
utilizado para identificar a presenca de hidroxila livre na posigdo 7 quando ocorre um
deslocamento batocrémico, respectivamente, nas bandas | ou Il (MABRY;
MARKHAN; THOMAS, 1970). Com a adigdo de acido bodrico (H3BO3) a solugédo

contendo acetato de sodio foi verificado que o espectro retornou a posigéo original,
caracterizando a auséncia de grupamentos orto-di-hidréxi (KERBER, 1988; KERBER;
SILVA, 1993; SILVA, 2001; PEITZ, 2003). Isto ocorre porque o H3BO3 quela os grupos

orto-di-hidréxi em todas as posicdées no flavonoide, exceto em C-5 e C-6, o que
provocaria um deslocamento batocrébmico em compostos com anel B contendo estes
grupos em C-3’ e C-4’ (MABRY; MARKHAN; THOMAS, 1970), o que nao foi verificado

com esta substancia. A adicdo de cloreto de aluminio (AICI3) & solucdo metandlica

provocou um deslocamento do espectro de 21 nm e de 22 nm apos adigao de acido
cloridrico (HCI), indicando a presenga de grupamentos hidroxila livre em C-5 (KERBER,
1988; KERBER; SILVA, 1993; SILVA, 2001; PEITZ, 2003). Isto ocorre porque o AICI3

forma complexos estaveis com compostos que tém grupos hidroxila em C-3 ou C-5 e
mais labeis com grupos orto-di-hidréxi. Ainda que o complexo formado com os grupos
orto-di-hidréxi se decomponha rapidamente, a complexagédo com o grupamento cetona
na posicao 4 e o grupo hidroxila em C-5 é estavel na presenga de HCI. Assim, o
deslocamento batocromico, verificado em relagdo ao espectro original da solugao
metandlica, permite a confirmagdo da presenca de hidroxila livre em C-5 (MABRY,
MARKHAN, THOMAS, 1970). Os sinais de RMN de 'H & 5,88 ppm (2H, d, J = 1,0 Hz,
H6, 8) e RMN de 3C a2 96,2 e 97,1 ppm, referentes aos protons e carbonos em C-6 e C-
8, respectivamente, associados com o singlete em 12,07 ppm, indicando hidroxila em C-
5, confirmam os dados de UV que demonstravam presenca de hidroxilas em C-5 e C-7,
através do deslocamento apds adicdo de acetato de sddio/acido borico e cloreto de

aluminio/acido cloridrico.
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SILVERSTEIN e colaboradores (1991) afirmam que a constante de acoplamento
J = 12,8 Hz, verificada entre o H2a. e o H3[3, corresponde um angulo de diedro de 180° e
ao J = 3,0 Hz, observada entre o H2a e o H3a, corresponde um angulo de diedro de
55°, de acordo com a correlagdo de Karplus. Estas correlagbes associadas ao uso de
modelos moleculares permitem indicar que o anel aromatico mono-substituido esta em
posicao 3 em relagédo ao plano do nucleo y-pirona.

Acoplamento em meta no anel A (H6/H8), com as posi¢gdes 5 e 7 substituidas,
pdde ser verificado pelo dubleto em & 5,88 (2H, d, J = 1,0 Hz) e pelo RMN de *C em
96,2 (C-6) e 97,1 ppm (C-8), em conformidade com os dados de UV que demonstravam
hidroxilas livres em C5 e em C7, pelo deslocamento apés a adicdao de cloreto de
aluminio.

O sinal RMN de "H a & 7,30 (2H, d, J = 8,6 Hz, H2', 6') associado ao RMN de °C
a 129,1 (C-2 e C-6’) e RMN de 'H a 6,81 ppm (2H, d, J = 8,6 Hz, H3', 5') com RMN de
3C 116,4 (C-3' e C-5') indicaram um sistema para substituido no anel B.

Os dados de RMN de 'H e de RMN de "*C e os respectivos espectros estdo
demonstrados na Tabela 5 e nas Figuras 13 e 14.

TABELA 5 - DADOS DOS ESPECTROS DE RMN de 'H e RMN de C DA
SUBSTANCIA DA FAER 4, EM METANOL DEUTERADO

Posicae RMN de'H J (Hz) [H acoplado-n9] Posic&o RMN de *C
osicéo
(5 ppm) (& ppm)
20 521 dd 3,0 [H3a], 12,8 [H3p] 2 80,5
3 2,67 dd 3,0 [H2a], 17,2 [H3B] 3 44,0
3p 3,10 dd 12,8 [H2a], 17,2 [H30]
4 197.,8
OH 12,07 s 5 165,5
6 5,88d 1,0 [H8] 6 96,2
7 168,4
8 5,88d 1,0 [H6] 8 97,1
9 164,9
10 103,4
1 131,1
2' 7,30d 8,6 [H3'] 2 1291
3 6,81d 8,6 [H2] 3 116,4
4 159,0
5 6,81d 8,6 [H6'] 5 116,4

6’ 7,30 d 8,6 [H5] 6’ 129,1




FIGURA 13 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBSTANCIA FAER 4 [CD;0D,

MHz]
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FIGURA 14 - ESPECTRO DE RMN DE *C DA SUBSTANCIA FAER 4 [CD;OD, 75
MHZ]
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Comparando-se os dados obtidos com os descritos em literatura para a mesma
substancia (MABRY; MARKHAN; THOMAS, 1970; KERBER, 1988; KERBER; SILVA,
1993 e SILVA, 2001 para o UV; KERBER, 1988; AGRAWAL, 1992; KERBER; SILVA,
1993; SAITO et al,. 1994; OGUNDAINI et al., 1996; SILVA, 2001; ZAPESOCHNAYA et
al., 2002; MORIMURA et al., 2006 para o RMN de 'H e para o RMN de *C RMN),
posterior CCD utilizando o padrao (Rf = 0,58 em CHCI3;:MeOH 90:10) e ponto de fusao
de 250 °C (também relatado por KERBER, 1988; KERBER; SILVA, 1993 e SILVA,
2001), propde-se que a substancia FAER 4 seja a naringenina (Figuras 15 e 16).

A presengca desta substdncia ainda ndo havia sido relatada em Acacia
podalyriifolia, mas ja tinha sido obtida de Acacia longifolia (Andr.) Will por KERBER,
1988; KERBER et al., 1993; SILVA, 2001 e PEITZ, 2003.

Rf=0,58
1, 2; 3
Fase moével: CHCI; : MeOH (90:10)
Legenda: substancias 1 = FAER 4 2, 2 = Naringenina, 3 = FAER 4 + Naringenina, CHCl3

(cloroférmio), MeOH (metanol)

FIGURA 15- CCD COM AMOSTRA FAER 4, PADRAO DE NARINGENINA
E AMOSTRA + NARINGENINA
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OH

OH O

FIGURA 16 — ESTRUTURA QUIMICA DA NARINGENINA (5, 7, 4 TRI HIDROXI-
FLAVANONA)

5.3.1.1.2 Substancia FAER 20

Para a substancia FAER 20, pela espectroscopia no infravermelho (Figura 17),
foi observada uma banda larga de forte intensidade em 3361 cm™ caracteristica da
presenca de hidroxilas fendlicas (deformagao axial). A banda de média intensidade em
1685 cm™ estaria relacionada & carbonila conjugada. As bandas de forte intensidade
em 1585 e 1616 cm™' sdo caracteristicas de insaturagdo (C=C) do anel aromatico. As
bandas entre 1056 e 842 cm representam as deformagdes angulares de C-H do anel
aromatico (SILVERSTEIN et. al., 1991).
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FIGURA 17 — ESPECTRO NO IV DA SUBSTANCIA FAER 20

A Tabela 6 descreve as absorbancias maximas visualizadas para a solugao

metandlica da substancia FAER 20 e para os reativos diagnosticos, segundo MABRY,
MARKHAN e THOMAS (1970).
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TABELA 6 — PRINCIPAIS COMPRIMENTOS DE ONDA (A) NO ESPECTRO
DE UV PARA A SUBSTANCIA FAER 20

Reagente Anm (log g)

MeOH 225 (4,23 ), 283 (3,96), 317 (3,72)
NaOMe 253 (4,09), 321 (3,88)

NaOAc 256 (3,55), 321 (3,88)

NaOAc / H3BO3 283 (3,99), 318 (3,65)

AICI3 226 (4,28), 282 (4,07), 320 (3,64)
AICI3 / HCI 226 (4,28), 282 (4,07), 320 (3,54)

A Figura 18 apresenta os espectros no UV com os reagentes diagndsticos para a
substancia FAER 20 (I: solugdo metandlica com adigdo de metdxido de sodio; Il: adigéo
de acetato de sodio a solugdo metandlica e apds acrescentar o acido bérico; Ill: adicao

de cloreto de aluminio a solugao metandlica e com o acréscimo de acido cloridrico).
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FIGURA 18 — ESPECTRO DE UV DA SUBSTANCIA FAER 20
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A observagdao de um maximo de absorbancia a 283 nm, com um ombro a 320
nm no espectro no UV da solugdo metandlica indicou a presenga de flavonoide do tipo
flavanona, segundo MABRY, MARKHAN e THOMAS (1970). Os sinais de RMN de H
ad 2,57 (1H, dd, J = 2,7 Hz, 2a; 17,1 Hz, 3B; H3a), 3,04 (1H, dd, J = 13,2 Hz, 2«; 17,1
Hz, 3a; H3B), 5,35 (1H, dd, J = 2,7 Hz, 3a; 13 Hz, 33; H2a), associados aos do RMN
de "*C em 44,5 (C-3) e 78,1 ppm (C-2), ao detectar a presenca dos hidrogénios 3a e
3B confirma os dados no UV sobre a presen¢a de uma flavonona.

O deslocamento batocrémico de 38 nm observado pela adigdo de metdxido de
sédio (NaOMe) a solugdo metandlica indica a presencga de hidroxila livre na posi¢ao 7.
Isto se confirma pelo deslocamento batocrémico de 38 nm na banda Il, provocado pela
adicdo de acetato de sddio (NaOAc) a solugdo metandlica. Com a adi¢do de acido

bérico (H3BO3) a solugdo contendo acetato de sodio foi verificado que o espectro

retornou a posigao original, caracterizando a auséncia de grupamentos orto-di-hidroxi

e/ou hidroxilas livres no C5. A adigdo de cloreto de aluminio (AICI3) a solugéo

metandlica ndo provocou deslocamento do espectro, mesmo apds adicdo de acido
cloridrico (HCI), confirmando a auséncia de grupamentos orto-di-hidréxi ou hidroxila
livre em C5 (MABRY; MARKHAN; THOMAS, 1970; KERBER, 1988; KERBER et al.,
1993; SILVA, 2001).

De modo semelhante ao que ja foi descrito anteriormente, pode-se afirmar que o
anel aromatico mono-substituido também esta em posi¢édo f em relagdo ao plano do
nucleo y-pirona.

Acoplamento em meta no anel A (H6/H8), com as posi¢cdes 5 e 7 substituidas,
pdde ser verificado pelos sinais no 'H RMN & 6,06 (1H, d, J = 2,1 Hz, H8; H6) e *C
RMN 98,9 (C-6), 'H RMN em 6,38 (1 H, d, J = 2,1 Hz, H6; H8) e "*C RMN em 97,8 ppm
(C-8), em conformidade com os dados no UV que demonstravam hidroxila livre no C7
mas nao no C5, pela auséncia de deslocamento apds a adicao de cloreto de aluminio. O
congestionamento de sinais no RMN na regido entre & 3,17 e 3,23 associado com a
presenga de 73,5 (C-2"), 77,57 (C-3”), 69,6 (C-4") e 75,5 (C-5"), 3,71 (1H, d, J = 7,2 Hz,
6"a; H6"B) e 3,51 (1H, dd, J = 7,2 Hz, 6B”; 12 Hz, 5”; H6”a) com 60,70 (C-6"), 4,68 (1H,
d, J =75 Hz, H1") com 103,48 ppm (C-1"), estavam relacionados a presengca de

glicosideo, ligado ao C5 do anel A. A configuragdo em a ou B é dada pela constante de
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acoplamento do hidrogénio anomérico (H1”), identificado pelo dubleto em & 4,68, com
constante de acoplamento de 7,5 Hz, indicando configuracao B para este glicosideo que
foi identificado como sendo D-glicose.

A presencga de para substituicdo no anel B foi demonstrada pelos sinais a & 7,30
(2H, d, J = 8,4 Hz; H2', 6') associado a 128,3 (C-2' e C-6’) e 6,77 ppm (2H, d, J = 8,4 Hz;
H3', 5') com 115,1 (C-3’ e C-5’).

Os dados obtidos para a substancia FAER 20 nos espectros de RMN de 'He
RMN de "*C, bem como os seus respectivos espectros estdo demonstrados na Tabela 7
e nas Figuras 19 e 20, respectivamente.
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FIGURA 19 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBSTANCIA FAER 20 [DMSO, 300
MHz]
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FIGURA 20 - ESPECTRO DE RMN DE "C DA SUBSTANCIA FAER 20 [DMSO,

™

ppR



92

TABELA 7 — DADOS DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H E RMN DE "C DA
SUBSTANCIA FAER 20 EM DMSO (300 e 75 MHz,
RESPECTIVAMENTE).

1 O P 13
Posicao RMN de "H J (Hz) [H acoplado-n®] Posicao RMN de ~°C

(5 ppm) (5 ppm)
2a 5,35 dd 2.7 [H3a], 13,2 [H3B] 2 78.1
3a 2,59 dd 2.7[H2], 17,1 [H3p] 3 44.5
3p 3,04 dd 13,2 [H2], 17,1 [H3d]
4 190,1
5 160,7
6 6,06 d 2.1 [H8] 6 98.9
7 165,1
8 6,38 d 2.1 [H6] 8 97.8
9 165,2
10 105,4
1 128,9
2' 7,30d 8,4 [H3'] 2 128,3
3 6,77d 8,4 [H2] 3 1151
4 157,7
5 6,77 d 8,4 [H6'] 5 1151
6' 7,30d 8,4 [H5'] 6’ 128,3
1" 4,68 d 7,5 1”7 103,5
2’ 3,17 -3,23 m 27 73,5
3’ 3,177 -3,23 m 37 77,6
4’ 3,17 -3,23 m 4” 69,6
5’ 3,177 -3,23 m 5” 75,6
6"a 3,51 dd 7,2 [H6”B], 12,0 [H5] 6” 60,7
6"p 3,72 d 7,2 [H6” 0]

A Figura 21 demonstra a CCD realizada com a substancia FAER 20 comparada
aos respectivos padrdes, denominados por numeros de 1 a 13. Os padrbes foram
denominados pelos numeros 1, 2, 3, 4,7, 8, 9, 11, 12, 13 e 14 (acido glucurdnico +
beta-escina, xilose + glicose, arabinose + galactose, ramnose + manose, galactose,
fucose, glucose, naringina hidrolisada com TFA, naringina, ramnose + galactose, rutina
+ frangulosideo, respectivamente). As amostras de FAER 20 foram representadas
pelos numeros 5, 6 e 10 (respectivamente, sem aquecimento em estufa, submetida a
estufa sem TFA e submetida a estufa com TFA) para avaliar a hidrélise e se o

aquecimento em estufa n&o estaria influenciando neste processo.
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Foi utilizada como fase movel isopropanol: acetato de etila: nitroetano: agua

(30:5:5:5) e orcinol 1% em metanol: H,SO4 (90:10), com aquecimento, como revelador.

CCD / SG-60 / isoPrOH:AcEt:NE:ag 30:5:5:5 (1,5x)

Naringina
hidrolisada com
TFA4 N

Naringina

FAER 20

Padrao de glicose

FAER 20 hidrolisada
com TFA 4N

Legenda: Padrdes: 1= acido glucurdnico + beta-escina, 2= xilose + glicose, 3=arabinose +
galactose, 4= ramnose + manose, 7= galactose, 8= fucose, 9= glucose, 11=naringina
hidrolisada com TFA, 12= naringina, 13 = rhamnose + galactose,
14= rutina + frangulosideo.

Amostras: 5 = FAER 20 sem aquecimento em estufa, 6 = FAER 20 submetida a estufa
por 2 hs, sem TFA, 10 = FAER 20 + TFA em estufa por 2 hs para a hidrélise. Fase
movel: isopropanol: acetato de etila: nitroetano: agua (30:5:5:5).

Revelador: orcinol 1% em metanol: H,SO, (90:10), com aquecimento.

FIGURA 21 — CCD COM A AMOSTRA FAER 20 SUBMETIDA A HIDROLISE COM
TFA 4N E OS RESPECTIVOS PADROES.
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Comparando-se os dados obtidos com os descritos em literatura (MABRY;
MARKHAN; THOMAS, 1970; KERBER, 1988; KERBER; SILVA, 1993 e SILVA, 2001
para o UV; KERBER, 1988; AGRAWAL, 1992; KERBER; SILVA, 1993; SAITO et al.,.
1994; OGUNDAINI et al.,, 1996; SILVA, 2001; ZAPESOCHNAYA et al., 2002;
MORIMURA et al., 2006 para o RMN de 'H e para o RMN de ">C RMN), ponto de
fusdo de 172-173 °C (também obtido por OGUNDAINI et al., 1996) e o desvio da luz
polarizada (utilizando polarimetro digital), propde-se que esta substancia refira-se a 5-
B-D-glicosil-naringenina (Figura 22). A sua presenga nao havia ainda sido mencionada
em Acacia podalyriifolia A. Cunn, mas ja fora relatado nas flores de Acacia longifolia
(KERBER, 1988; KERBER; SILVA 1993 e SILVA, 2001).

FIGURA 22 - ESTRUTURA QUIMICA DE 5-8-D-GLICOSIL-NARINGENINA

5.3.1.2 Fragao acetato de etila sedimentada

Para o material da fracdo acetato de etila que sedimentou no freezer e que
também foi submetido a cromatografia em coluna (208 mg), foi verificada cristalizacéo
nas fragcdes 9 a 16 (denominado de FAES 9, correspondendo a 15 mg, cristal amarelo
em agulhas, obtidos com os gradientes de acetato de etila:agua:acido férmico 98:1:1 e
95:3:2.
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Os dados obtidos para a substancia FAES 9 nos espectros de UV, RMN de 'H e
RMN de "®C, bem como os seus respectivos espectros estdo demonstrados nas
Tabelas 8 e 9 e nas Figuras 23 e 24, respectivamente.

Os dados da espectroscopia no UV e de RMN, o ponto de fusdo de 172-173 °C,
o desvio da luz polarizada e a comparagao de CCD da substancia FAES 9, apds
hidrolise, com as amostras auténticas de agucares e de naringenina, foram similares
aos descritos anteriormente para a FAER 20, sugerindo tratar-se da mesma

substancia demonstrada na Figura 20, a 5-3-D-glicosil-naringenina.

TABELA 8 — PRINCIPAIS COMPRIMENTOS DE ONDA (1) NO ESPECTRO DE UV
PARA A SUBSTANCIA ISOLADA DA FRACAO FAES 9

Reagente Anm (log )

MeOH 211 (4,62), 283 (4,18), 320 (3,95)
NaOMe 253 (4,09), 321 (3,88)

NaOAc 253 (3,95), 324 (4,31)

NaOAc / H3BO3 283 (4,24), 319 (4,09)

AICI3 282 (4,24), 320 (3,75)

AICI3 / HCI 283 (4,26), 320 (3,87)
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBSTANCIA FAES 9 [CDs;OD, 300
MHz]
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FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN DE "*C DA SUBSTANCIA FAES 9 [CD3;0D, 75 MHZ]
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TABELA 9 — DADOS DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H E DE RMN DE ™C DA
SUBSTANCIA FAES 9 EM METANOL (300 e 75 MHz

RESPECTIVAMENTE).
Posicio RMN de *H J (Hz) [H acoplado-n°]  Posicdo C RMN de **C
¢ (5 ppm) (5 ppm)
2a 5,30 dd 3,0 [H3a], 13,0 [H3p] 2 80,2
3o 2,68 dd 3,0 [H2qa], 17,4 [H3p] 3 46,3
3p 2,99 dd 13,0 [H2a ], 17,4 [H30]
4 193,1
5 162,4
6 6,12 d 2.4 [H8] 6 100,4
7 166,6
8 6,47 d 2,4 [HoE] 8 99,4
9 167,0
10 107,1
1 131,0
2' 7,30d 8,6 [H3'] 2 129,0
3 6,81d 8,6 [H2] 3 116,3
4 159,0
5 6,81d 8,6 [H6’] 5 116,3
6' 7,30d 8,6 [H5] 6’ 129,0
1 477d 7,2 1”7 105,0
2" 344 —-354m 2" 74,7
3” 344 -354m 3” 78,6
4> 3,44 —-354m 4” 71,2
5” 344 -354m 5” 77,2
6", 3,75 dd 4,3 [H57], 11,6 [H6°B] 6 62,5
6"p 3,95 dd 6,5 [H57], 11,6 [H6"q]

5.3.2 Fracao acetato de etila das folhas

5.3.2.1 Fracao acetato de etila remanescente

A fragdo acetato de etila remanescente das folhas (500 mg), apos ser submetida
a separacgao por coluna cromatografica, apresentou uma mistura de compostos no
material cristalizado obtido das fracdes 72 a 85. Pela submissdo deste material a CCD

preparativa com cromatofolha silicagel 60 Fp54 Merck, utilizando acetato de

etila:acetona:agua (25:8:2) como fase movel, foi possivel isolar uma substancia
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denominada FAER FOL 72 (17 mg). Esta foi submetida a CCD analitica (cromatofolha

silicagel 60 Fo54 Merck), utilizando a fase mével acetato de etila:agua:acido férmico

(90:5:5), observando-se a sobreposi¢gdao quando adicionada da substancia FAER 20
(obtida da fragcao acetato de etila das flores), de Rf 0,22, revelada com o reativo de NEU.
Com a determinagdo do ponto de fusdo (172-173 °C), seguida de hidrolise acida e CCD
analitica com os padrbes de agucares e a naringenina, bem como a similaridade nos
espectros e deslocamentos obtidos com a realizacdo de espectroscopia de ultravioleta,
utilizando os reagentes diagnésticos segundo MABRY, MARKHAN e THOMAS (1970),
conduzem a afirmagao de que a substancia FAER FOL 72 trata-se também da 5-3-D-

glicosil-naringenina (Figura 22).

5.3.2.2 Fracéao acetato de etila sedimentada:

O material que precipitou quando a fracdo acetato de etila das folhas foi
armazenado em freezer e que foi separado por filtragdo a vacuo, em funil de vidro
sinterizado (G4) e lavado com hexano P.A. gelado em geladeira, correspondeu a 18 mg.

Apos ser submetida a CCD analitica (cromatofolha silicagel 60 Fo54 Merck), utilizando a

fase movel acetato de etila:agua:acido férmico (90:5:5), foi observada a presenca de
uma substancia de Rf 0,22, denominada de FAES FOL. Pela realizacdo de CCD
analitica com a FAES FOL e a FAER 20 (revelada com reativo de NEU), seguida de
determinagdo do ponto de fusdo (170-172 °C), demonstrou também se tratar da mesma

substancia.

5.3.2 Fragao diclorometano das flores

Ao submeter 500 mg da fragao diclorometano (FDCM) a separacdo em coluna
cromatografica de silicagel 60 (0,063 a 0,200 mm) Merck, foram obtidas cristalizagdes
nas fracbes 10 a 18 (denominada de FDCM 10), 19 a 39 (FDCMS 2) e 40 a 100
(FDCMS 8).



100

5.3.2.1 Material cristalizado nas fracées 10 a 18:

O material cristalizado das fragcées 10 a 18, denominado de FDCM 10, por estar
constituido de uma mistura de compostos de Rf proximos, ndo pode ser purificado,

mesmo apods realizacdo de CCD preparativa.

5.3.2.2 Material cristalizado nas fragdes 19 a 39:

A substancia obtida da reunido das fracbes 19 a 39, apds ter sido purificada
através de outras colunas cromatograficas, foi denominada de FDCMS 2 (25 mg).

A Tabela 10 demonstra os deslocamentos no espectro de UV da solugao
metandlica da substancia FDCMS 2 quando submetida aos reagentes diagndsticos
descritos em MABRY, MARKHAN e THOMAS (1970).

TABELA 10 — PRINCIPAIS COMPRIMENTOS DE ONDA (1) NO ESPECTRO DE UV
PARA A SUBSTANCIA ISOLADA DA FRACAO FDCMS 2

Reagente Anm (log g)
MeOH 210 (4,26); 289 (4,05); 320 (3,60)
NaOMe 244 (4,00); 322 (4,18)
NaOAc 290 (3,96); 323 (3,92)
NaOAc/H3BO3 289 (4,02); 321 (3,81)
AICI3 311 (4,19); 374 (3,46)
AICI3 / HCI 310 (4,22); 371 (3,56)

Os dados da espectroscopia de UV, o ponto de fusdo de 250 °C e a
comparacao de similaridade de CCD analitica com a apresentada pelo padrao de
naringenina, conduzem a afirmag¢ao de que a substancia FDCMS 2 trata-se também

da naringenina, ja apresentada na Figura 16.
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5.3.2.3 Material cristalizado nas fracées 40 a 100

O material que cristalizou nas fragdes 40 a 100 da fracdo diclorometano das
flores, apds ser submetida a separagado cromatografica por coluna, por apresentar-se
em uma mistura de compostos, foi encaminhado para realizacdo de outra coluna
cromatografica, utilizando o mesmo processo anterior. A subfragcdo 8 obtida deste
fracionamento, correspondeu a 30 mg de uma substancia denominada de FDCMS 8.

Esta foi submetida a CCD analitica (cromatofolha silicagel 60 Fog54 Merck), utilizando a

fase mével acetato de etila:agua:acido formico (90:5:5), apresentando Rf 0,22, revelada
com reativo de NEU, indicando a presencga de flavonoides.

Apds a realizagdo de espectroscopia no ultravioleta, utilizando os mesmos
reagentes diagnodsticos descritos anteriormente, foram obtidos os dados apresentados

na Tabela 11.

TABELA 11 — PRINCIPAIS COMPRIMENTOS DE ONDA (1) NO ESPECTRO DE UV
PARA A SUBSTANCIA ISOLADA DA FRAGAO FDCMS 8

Reagente Anm (log €)

MeOH 230 (4,09), 282 (4,10), 320 (3,80)
NaOMe 253 (4,09), 321 (3,88)

NaOAc 252 (3,80), 323 (4,14)

NaOAc / H3BO3 283 (4,12), 330 (3,92)

AICI3 230 (4,13), 283 (4,14), 320 (3,77)
AICI3 / HCI 230 (4,15), 282 (4,16), 320 (3,73)

A presenga de sobreposi¢cdo na CCD analitica da substancia FDCMS 8 quando
adicionada da substancia FAER 20 (obtida da fragao acetato de etila das flores), idéntico
ponto de fusdo, bem como a similaridade nos espectros e deslocamentos obtidos com a
realizacdo de espectroscopia no ultravioleta, utilizando os reagentes diagnodsticos
segundo MABRY, MARKHAN e THOMAS (1970), conduzem a afirmacdo de que a
substancia FAER FOL 72 trata-se também da 5-f3-D-glicosil-naringenina (Figura 22).
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5.3.4 Fracao diclorometano das folhas:

Para a fragcado diclorometano obtida das folhas, pela presenca de mistura de
compostos, ndo houve cristalizagdo em nenhuma das fragdes coletadas. No entanto,
ainda que néo tenha sido possivel o seu isolamento, pela realizagdo de CCD analitica
comparativa utilizando esta fracdo, a naringenina e a 5-B-D-glicosil naringenina, foram

verificadas similaridades de Rfs na fracdo diclorometano das folhas e estas substancias.

5.3.5 Residuo do extrato etandlico das flores

Pela cromatografia em coluna do residuo que precipitou do extrato etandlico das
flores, com cristalizagdo de uma substancia de coloragdo branca nas fragdes 1 a 7 (RES

2,68 g), ao ser submetida & CCD analitica (cromatofolha silicagel 60 Fog4 Merck),

utilizando como fase mével hexano:acetato de etila (150:7), demonstrou a presenga de
uma substancia unica de Rf 0,43, verificada apos revelagdo com anisaldeido/sulfurico,
apos aquecimento.

Pela espectroscopia no infravermelho (Figura 25) foi verificada a presenga de
carbonila pela banda de média intensidade em 1734 cm™, indicativa de funcéo cetona.
As bandas entre 2916 e 2848 cm™ s&o indicativas da presenca de CH,. Ha ainda uma
banda indicativa de CHz em 2954 cm™.

A analise do espectro de absorgdo na regidao do ultravioleta desta substancia
dissolvida em hexano (1 mg/100 mL), em uma varredura realizada entre 200 a 360 nm,

demonstrou uma absorgdo maxima em 273 nm (€ = 3,77), demonstrado na Figura 26.

Os espectros e os dados obtidos por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN de "H, RMN de *C, DEPT) estdo demonstrados nas Figuras 27, 28 e 29 e
na Tabela 12.
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FIGURA 25 - ESPECTRO NO INFRAVERMELHO OBTIDO PARA A SUBSTANCIA RES
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FIGURA 26 — ESPECTRO DE VARREDURA NO UV (200 A 360 NM) DA SOLUCAO
HEXANICA (1MG/100 ML) DA SUBSTANCIA RES
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FIGURA 27 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBSTANCIA RES [CDCl3, 300 MHZz]
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FIGURA 28 — ESPECTRO DE RMN DE '*C DA SUBSTANCIA RES [CDCls, 75 MHZ]
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FIGURA 29 — ESPECTRO DE DEPT DA SUBSTANCIA RES [CDCl;, 75 MHZ]
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TABELA 12 - DADOS DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H E RMN DE “C DA
SUBSTANCIA RES, EM CLOROFORMIO

Posicao RMN de'H  J (Hz)[H acoplado] Posicao RMN de **C
(5 ppm) (5 ppm)
1; 33 0,85t 6,6 [H2 e 32] 1; 33 14,3
2; 32 1,25 m 2; 32 22,9
3; 31 1,25 m 3; 31 23,6
4; 30 1,25 m 4; 30 25,9
5; 29 1,25 m 5; 29 29,2
6; 28 1,25 m 6; 28 29,4
7; 27 1,25 m 727 29,5
8; 26 1,25 m 8; 26 29,6
9; 25 1,25 m 9; 25 29,7
10; 24 1,25 m 10; 24 29,7
11; 23 1,25 m 11; 23 29,8
12: 22 1,25 m 12: 22 29,8
13; 21 1,25 m 13; 21 29,9
14; 20 1,54 m 14; 20 32,1
15: 19 2,24 (a) 7,2 [H14 e 20] 15: 19 38,6 (a); 44,0 (b)
2,47 t (b) 7.2 [H14 e 20]
16; 18 194,8
17 3,54s (b):5,47s 17 56,5 (b); 99,2 (a)

(@)

Legenda: a (tautomeria, apresentando a forma enol); b (tautomeria, apresentando a

forma cetona).

Comparando-se os dados obtidos nos espectros com os demonstrados em
literatura (HORN; LAMBERTON, 1962; HORN; KRANZ; LAMBERTON, 1964 e
PEREIRA et al.,, 2005) e a verificagdo do pequeno numero de sinais obtidos nos
espectros de RMN de 'H e RMN de '®C, sugerem que haja simetria molecular na
estrutura.

A presenca de carbonila indicada no IV foi confirmada pelo sinal em 194,8 ppm,
relacionado aos carbonos C-16 e 18, sinal este ausente no espectro de DEPT.

Pela analise dos espectros de RMN foi verificada a presenca de tautomerismo
ceto-endlico. Ainda que a forma cetbnica seja termodinamicamente mais estavel que a
endlica, nas B-dicetonas, no entanto, a forma endlica € predominante.

A tautomeria no C-15 e 19 (conjuntamente com as carbonilas dos carbonos 16 e
18, caracterizadas em & 194 ppm), conduziu a obtengao de sinais caracteristicos para
as formas enol (triplete em 6 2,24 e pelo RMN de 3C em & 38,6 ppm) e cetona (triplete
em & 2,47 e pelo RMN de *C em 44,0 ppm), também refletida nos sinais do C-17
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(singlete em & 5,47 e pelo RMN de 3C em 56,5 ppm para a forma cetona e pelo
singlete em & 3,54 e pelo RMN de *C em 99,2 para a forma enol. Este sinal do C-17
em 0 99,2 ppm pode ser identificado no espectro de DEPT como caracteristico para
carbonos do tipo CH presente neste quando na forma enol.

A presencga de metila, relacionada ao C-1 e C-33, foi evidenciada pelos sinais em
0 0,85 (triplete) e 14,35 ppm, cuja presencga foi também evidenciada no DEPT. Os CH,
verificados dos carbonos 2 a 14 e 20 a 32 foram demonstrados pelos multipletes em &
1,25 e 1,54 ppm e pelos sinais entre 0 22,9 a 32,1 ppm, também evidenciados no
DEPT.

Os dados obtidos nas espectroscopias no UV, IV, RMN de 'H, RMN de "*C e o
ponto de fusdao (65 °C) para a substdncia avaliada, quando comparados aos
apresentados em literatura por HORN e LAMBERTON (1962), HORN, KRANZ e
LAMBERTON (1964) e PEREIRA et al. (2005), permitem determinar que esta seja a B-
dicetona intitulada 16,18-tritriacontanodiona, também denominada de n-tritriacontan-
16,18-diona (Figura 30). Esta substancia ja havia sido obtida da cera das folhas da
Acacia podalyriifolia por HORN e LAMBERTON (1962) e por HORN, KRANZ e
LAMBERTON (1964).

0 o)
I I
CHs- (CH2)1a- C - CHy— C - (CH2)1a- CHy
1 16 17 18 33

FIGURA 30 — ESTRUTURA QUIMICA DE 16,18-TRITRIACONTANODIONA

5.3.6 Residuo do extrato etandlico das folhas

Para o residuo que precipitou do extrato etandlico das folhas e que foi submetido
a cromatografia em coluna, com cristalizagcdo de uma substancia de coloragdo branca
nas fragdes 1 a 4 (RES FOL 634 mg), a realizagdo de CCD analitica, utilizando como
fase mével hexano:acetato de etila (150:7), demonstrou a presenga de uma substancia

unica também de Rf 0,43, verificada apds revelagdao com anisaldeido/sulfurico, com
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aquecimento. Ao realizar CCD analitica entre esta e a substancia isolada do residuo das
flores (RES), bem como determinagdo do ponto de fusdo (PF: 65 °C) e analise
espectroscépica no ultravioleta da sua solugdo hexénica a 1mg/100 mL (absorgéo

maxima em 274 nm, € = 4,04), indicaram tratar-se da mesma substancia.
5.3.7 Fragao hexanica das flores

A fracdo hexanica das flores (3g), apdés ser submetida a separagéo
cromatografica em coluna de silicagel, resultou em cristalizagdes entre as fragbes 1 a
13.

Com a realizagao de CCD analitica, utilizando hexano:acetato de etila (150:7)
como fase movel (Rf 0,43), visualizada apods revelagdo com anisaldeido/sulfurico, com
aquecimento, seguida da determinagdo do seu ponto de fusdo (65 °C) e da analise
espectroscépica de ultravioleta (apresentando um maximo de absor¢gao em 273 nm, €=
4,25), foi verificado que a substancia originaria das fracbes 1 a 13, denominado de
FHEX FLOR 1 (12 mg), resultante da separacdo em coluna cromatografica da fracéo
hexanica das flores, correspondia a mesma obtida dos precipitados dos extratos
etandlicos (RES).

5.3.8 Fracao hexanica das folhas

Ao utilizar 2,5 g da fracdo hexanica das folhas para separacéo cromatografica em
coluna de silicagel, foram obtidas 37 mg de uma substancia que cristalizou entre as
fragdes 1 a 10, denominada de FHEXFOL 1. A realizacdo da CCD analitica para esta
substancia, utilizando fase movel hexano:acetato de etila (150:7) e revelacdo com
anisaldeido/H,SO4 com aquecimento, na qual foi também acrescentada a substancia
obtida da FHEX FLOR1 (para comparagao de sobreposi¢cao), aliada a determinacéo do
ponto de fusdo (65 °C), permitiram estabelecer que esta se refere também a 16,18-
tritriacontanodiona isolada previamente do residuo dos extratos etandlicos e da fragcao

hexanica das flores.
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5.4 TEOR DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS NAS FRAGOES E NO VEGETAL

A Tabela 13 apresenta o teor das substancias isoladas 16,18-tritriacontanodiona,

naringenina e 5-B-D-glicosil naringenina nas flores e nas folhas.

TABELA 13 — TEOR DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS NAS FRAGCOES E NO MATERIAL
VEGETAL TRABALHADO (FLORES E FOLHAS)

Fracao Rendimento nas Rendimento na flor
original fracdes (g% p/p) ou folha (mg/g)
para as substancias para as substancias
1 2 3 1 2 3
RESIDUO FLOR 17,87 _ 18,27 _
RESIDUO FOLHA 9,06 _ _ 4,91 _ _
FHEX FLOR 0,4 _ _ 0,098 _
FHEX FOLHA 1,5 _ _ 088 _
FDCM FLOR _ 5,0 6,0 _ 0,23 0,28
FDCM FOL _ - - _ - _
FAE FLOR _ 0,14 9,9 _ 0,047 4,18
FAE FOLHA _ _ 7,0 _ 2,1
TOTAL FLOR 18,36 0,277 4,46
TOTAL FOLHA 5,79 - 2,11

Legenda: RESIDUO (material que precipitou na obtengdo do extrato etandlico das flores e das
folhas); FHEX (fragdo hexanica das flores e das folhas); FDCM FLOR (fracéo
diclorometano das flores e das folhas); FAE (fracado acetato de etila das flores e das

folhas); 1: 16,18-tritriacontanodiona; 2: naringenina; 3: 5-B-D-glicosil naringenina.

Tanto para as flores como para as folhas de Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G.
Don, houve predominancia da 16,18-tritriacontanodiona, resultante majoritariamente dos
residuos que precipitaram na obtencao dos extratos etandlicos, correspondendo a 17,87
e 9,06% destes residuos, respectivamente, e a 18,36 mg/g de flor e 5,79 mg/g de folha
(Tabela 13).
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A 5-B-D-glicosil naringenina, obtida principalmente das fragées acetato de etila
das flores e das folhas, representando 9,9 e 7% destas fragdes, respectivamente (foi o
composto fendlico isolado em maior concentragdo nestes materiais, confirmando os
relatos em literatura de ser este género uma importante fonte destas substéancias
(KERBER, 1988; KERBER; SILVA, 1993; ANDRADE et al,. 2003; MEERA et al., 2005).
Conforme demonstrado por ZUANAZZI (1999), a predominancia dos compostos
fendlicos na forma heterosidica, em detrimento da forma livre (aglicona) € comumente
verificada na andlise destes produtos, relacionada ao fato da maior polaridade
apresentada quando ligados ao agucar, o que explicaria a maior concentragdo da
naringenina glicosilada (4,46 mg/g de flor e 2,11 mg/g de folha), em relacdo a sua
aglicona (0,047 mg/g de flor).

Os teores obtidos das flavanonas isoladas (naringenina aglicona e seu
heterosideo) estdo condizentes com os demonstrados por SILVA (2001), que estudou

estes compostos na Acacia longifolia (Andr.) Willd.

5.5 DETERMINAGCAO DO CONTEUDO FENOLICO

A determinacdo do conteudo de compostos polifendlicos, utilizando o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, baseia-se na reacdo de reducido da mistura dos acidos
fosfotungstico e fosfomolibdico, em meio alcalino, a 6xidos de tungsténio e molibdénio,
pelos compostos fendlicos presentes no material analisado, formando um complexo de
coloragdo azul, que apresenta absorgdo maxima em 760 nm (KUJALA et al., 2000; WU
et al., 2005; MEDA et al., 2005).

O conteudo de polifendis das flores e das folhas foi determinado através do
reativo de Folin Ciocalteau usando a equacg&o obtida por regresséo linear nos ensaios
com o padrao de acido galico (R2 = 0,9945).

As amostras obtidas das flores apresentaram-se com o0s maiores teores de
compostos fendlicos, sendo destaque a fragdo acetato de etila (33,85 + 1,52 mg % de
acido galico), seguido pela fragdo diclorometano (24,02 + 2,20), extrato etandlico (20,64
+ 2,69) e a fragdo hexanica (14,33 + 0,26).
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Para as folhas, foi também a fragdo acetato de etila que apresentou o resultado
mais expressivo (22,9 + 1,57 mg % de &cido galico), seguido da fragdo diclorometano
(16,74 + 0,265), extrato etandlico (15,14 + 0,61) e fragdo hexanica (14,69 + 0,081).

Os elevados teores de compostos fendlicos verificados tanto para as flores quanto
para as folhas de A. podalyriifolia confirmam os relatos em literatura de ser o género
Acacia uma importante fonte destes compostos, como foi demonstrado nos trabalhos de
revisdo de ANDRADE et al. (2003 a), SEIGLER (2003) e MEERA; CHANDER,;
KALIDHAR (2005) e que poderiam estar influenciando nas atividades bioldgicas

avaliadas neste trabalho.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para a verificagdo da atividade antibacteriana do extrato etandlico, das fragbes
hexanica, diclorometano e acetato de etila das flores e das folhas e das substancias
isoladas, foram empregadas as técnicas de bioautografia, difusdo em disco e
macrodiluicdo em caldo na determinacé&o da concentracao inibitéria minima. As cepas
gram positivas utilizadas nos ensaios foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12229), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) e
as gram negativas foram Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27857), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883) e Proteus mirabilis (ATCC 43071), adquiridas da Newprov® em discos
esterilizados e reconstituidas conforme recomendagdes do fabricante. Estas cepas

foram escolhidas por serem comumente utilizadas nestas avaliagdes.
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5.6.1 Bioautografia

Utilizando a bioautografia, nas concentragbes das amostras avaliadas (12,5
Mg/ pL), foram verificadas zonas de inibicdo do crescimento para as flores e para as
folhas.

Para as flores, as fragcbes hexanica, diclorometano e acetato de etila
demonstraram zonas de inibigao do crescimento microbiano nos bioautogramas tanto
para as amostras cujas CCDs foram desenvolvidas com a fase movel, como também
para aquelas que nao foram submetidas a fase mével. Esta etapa foi realizada para
verificar se haveria diferengas nos resultados para a fragdo completa que foi
adicionada na base da CCD, como também para identificar os Rf das possiveis
substancias que apresentassem atividade.

Para as flores, o extrato etandlico apenas apresentou atividade para estas
mesmas cepas quando a amostra foi aplicada a CCD sem ser submetida a fase movel.
Com as fracbes hexanica (base) e diclorometano (base e Rf 0,58, correspondendo a
naringenina) foram obtidas zonas de inibicdo de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, utilizando fase movel cloroférmio:metanol 90:10. Para a
fracdo acetato de etila, quando utilizada a fase moével acetato de etila: acido
férmico:agua 90:5:5, foram observadas zonas de inibicdo do crescimento microbiano
de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes,,
Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis no ponto de aplicagdo da amostra na CCD
(base).

Com as folhas, o extrato etandlico inibiu apenas a cepa de Staphylococcus
epidermidis enquanto que nao foi verificada atividade com este ensaio para a fragao
hexanica. A fracdo diclorometano das folhas inibiu somente o crescimento de S.
epidermidis e quando ndo submetida a fase mével. Com a fragdo acetato de etila,
houve presenca de zonas de inibigdo do crescimento microbiano para todas as cepas
testadas, exceto para Escherichia coli, porém somente verificada quando nao foi
submetida a fase mével, ou seja, sem houvesse a separagao das substancias que a

compde, provavelmente devido ao efeito sinérgico entre estas.
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Pela autobiografia, para as substéncias isoladas das fragbes das flores, apenas
a naringenina apresentou zonas de inibicdo microbiana e somente para as cepas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.

Os resultados obtidos na bioautografia estdo representados na Tabela 14 e

nas Figuras 31, 32 e 33.

Rf=0,92 com
inibicdo do
crescimento
microbiano

Rf =0 (ponto
de aplicagao)
com inibicao
do crescimento
microbiano

FDCM NAR
Fase movel: AcEt: HCOOH: H,0 (90:5:5)

Legenda: FDCM (fragdo diclorometano); NAR (naringenina); AcEt
(acetato de etila), HCOOH (acido férmico), H,O (agua)

FIGURA 31 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA FDCM FLOR E DA
SUBSTANCIA NARINGENINA EM Staphylococcus aureus, POR
BIOAUTOGRAFIA, FASE MOVEL 1
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Rf=0,58
Clo

Rf = 0 (ponto de
aplicagao)

FDCM NAR
Fase mével: CHCI; : MeOH (90:10)

Legenda: FDCM (fragdo diclorometano), NAR (naringenina), Clo
(cloranfenicol 0,03 mg/disco), CHCI; (cloroférmio), MeOH
(metanol).

FIGURA 32 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA FDCM FLOR E DA
SUBSTANCIA NAR EM Staphylococcus aureus, POR
BIOAUTOGRAFIA, FASE MOVEL 2
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Rf = 0 (ponto de
aplicagéo)

FAE1 FAE2
Fase movel: AcEt: HCOOH: H,0O (90: 5: 5)

Legenda: FAE1 (fragdo acetato de etila desenvolvida com a fase
movel); FAE2 (fragdo acetato de etila sem ser submetida a
fase movel).

FIGURA 33- AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA FAE FLOR
Proteus mirabilis, POR BIOAUTOGRAFIA

5.6.2 Difusdao em disco

Para as flores, o extrato etandlico e as fragdes hexanica e diclorometano
exibiram zonas de inibigdo do crescimento para as cepas gram positivas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, enquanto que a fracdo acetato
de etila inibiu estas cepas e também Streptococcus pyogenes as cepas gram
negativas de Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, conforme esta representado
na Tabela 15 e Figura 34. No entanto, ndo foram observadas zonas de inibicdo do
crescimento microbiano das cepas avaliadas com as substancias isoladas, nas

concentragdes empregadas nos ensaios (1 e 0,5 mg/disco).
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Para as folhas, o extrato etandlico inibiu apenas S. epidermidis com 1 mg desta
amostra. As fragcdes hexanica e diclorometano ndo demonstraram atividade nas
concentragdes avaliadas. A fracdo acetato de etila inibiu as cepas avaliadas, exceto S.

pyogenes e E. coli, utilizando 1 ou 0,5 mg/disco, dependendo da cepa. Os resultados
estdo demonstrados na Tabela 15.

Inibicdo do o
crescimento Inlblgao do
. ) crescimento
microbiano _ _
microbiano
Inibicdo do
crescimento
microbiano

Legenda: FAE FOL (fragdo acetato de etila das folhas), FHEX FLOR (fragédo hexanica
das flores, 1: disco com os solventes empregados (metanol e hexano); 2:
fracao hexanica das flores a 1 mg/disco; 3: fragdo hexanica das flores a 0,5
mg/disco; 4: fragao acetato de etila a 0,5 mg/disco; 5: fragdo acetato de etila a
1 mg/disco; 6: cloranfenicol a 0,03 mg/disco.

FIGURA 34 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA FAE FOL E HEX
FLOR EM Staphylococcus aureus, POR DIFUSAO EM DISCO
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5.6.3 Concentragéo inibitéria minima

Concentracéo inibitéria minima (CIM ou MIC) é definida como a menor
concentragdo que inibe o crescimento microbiano in vitro (KONEMAN et al., 1992),
verificado pela auséncia de turvagao nos tubos de ensaio contendo o caldo triptico de
soja, a amostra e a bactéria avaliada.

Para as flores, foi verificado que houve inibicdo do crescimento das mesmas
cepas e amostras similarmente ao obtido com a difusdo em disco, destacando-se a
fracdo acetato de etila frente a S. aureus e S. epidermidis (CIM=0,25 mg/mL), S.
pyogenes (CIM=0,5 mg/mL), K. pneumoniae (CIM=0,5 mg/mL) e P. mirabilis (CIM=0,5
mg/mL). Entretanto, para as substancias isoladas, somente foi observado efeito
inibitério do crescimento bacteriano para a naringenina, apresentando CIM de 2
mg/mL, para estas mesmas cepas, conforme descritos na Tabela 16 e Figura 35.

As amostras obtidas das folhas também demonstraram atividade
antibacteriana, com a fragdo acetato de etila apresentando concentragéo inibitéria
minima (CIM) de 2mg/mL para as cepas de Streptococcus pyogenes, Klebsiella
pneumoniae, e Proteus mirabilis, 1 mg/mL para S. aureus e S. typhimurium e 0,5

mg/mL para S. epidermidis (Figura 36).

Tubos: 1 2 3 4 5 6 7 8
Legenda: Tubo 1 (controle de crescimento microbiano); tubos 2 a 7 (NARGLI: 5-B-
D-glicosil naringenina a 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,075 mg/mL,
respectivamente); 8 (controle de auséncia de crescimento microbiano).

FIGURA 35 - AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DA
NARGLI EM Staphylococcus aureus.
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Tubos: 1 2 3 4 5 6 7 8
Legenda: Tubos 1 a 6 (FAE, fracéo acetato de etila a 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,075
mg/mL, respectivamente); 7 (controle de auséncia de crescimento
microbiano, sem turvagéo); 8 (controle de crescimento microbiano,
presenca de turvagao).

FIGURA 36- AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DA FAE DAS
FOLHAS EM Staphylococcus aureus.

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antibacteriana (bioautografia,
difusdo em disco e determinagdo da concentragdo inibitéria minima) permitiram
observar a presenca de atividade antibacteriana contra cepas gram positivas e gram
negativas tanto para as flores como para as folhas.

A inibicdo do crescimento bacteriano observada na bioautografia pela
substancia de Rf = 0,58, (fase mével cloroférmio:metanol 90:10), semelhante ao
apresentado pela naringenina, foi confirmada na determinagcéo da sua concentragéo
inibitéria minima (CIM). A presenca desta substéncia na fracdo diclorometano e
acetato de etila pode estar contribuindo na agédo antibacteriana observada por estas
fragdes.

A fracdo acetato de etila, tanto das flores como das folhas, demonstrou ser a
mais ativa das amostras analisadas, o que havia também sido verificado para a
Acacia longifolia (Andr.) Willd por SILVA (2001), PEITZ (2003) e PEITZ et al. (2003).
Ainda que a naringenina e seu heterosideo (5-B-D-glicosil naringenina) tenham sido
detectados nesta fracdo, ndao foram obtidas zonas de inibicdo do crescimento para

nenhuma das cepas avaliadas referentes aos Rfs apresentados por estas substancias
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na bioautografia. Além disto, a 5-B-D-glicosil naringenina que foi isolada
predominantemente desta fracdo, ndo apresentou efeito antibacteriano, nas
concentragbes avaliadas, em nenhuma das metodologias empregas. Estes resultados
também foram relatados no trabalho realizado por CESPEDES et al. (2006), que
avaliou a atividade antibacteriana de diversos compostos, dentre os quais a
naringenina aglicona e seu heterosideo glucosil-O-ramnosil. Dentre as possiveis
justificativas para este efeito estariam a concentracdo empregada nao suficiente para
promover uma inibicdo mais efetiva do crescimento dos microorganismos
empregados, bem como que outras substancias presentes em menor quantidade na
fracao acetato de etila, detectadas na triagem fitoquimica e que nao foram isoladas
desta (possivelmente compostos fendlicos), poderiam estar contribuindo nos
resultados obtidos, como ocorreu com as amostras de Acacia salicina descritas por
CHATTI et al. (2009). Ou ainda, estaria ocorrendo um sinergismo entre estas,
conforme foi descrito por CESPEDES et al. (2006) e CHATTI et al.(2009). Segundo
CESPEDES et al. (2006), o efeito sinérgico é considerado uma das mais importantes
caracteristicas exibidas pelos extratos naturais, aumentando a eficacia destes em

relacéo aos seus produtos isolados.
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Amostra Microorganismos
Amostra  Rf (inibigdo microbiana) S. aureus S. epidermidis S. pyogenes E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa P. mirabilis S. typhimurium
e Fase movel utilizada
EE1 FLOR _;a Al Al Al Al Al Al Al Al
EE2 FLOR Base (0) I I Al Al Al Al Al Al
EE1 FOL _;a Al Al Al Al Al Al Al Al
EE2 FOL Base (0) Al Al Al Al Al Al Al Al
FDCM1 FLOR Base (0); 0,58; b I I Al Al Al Al Al Al
FDCM2 FLOR Base (0) I I Al Al Al Al Al Al
FDCM1 FOL _b Al Al Al Al Al Al Al Al
FDCM2 FOL Base (0) Al I Al Al Al Al Al Al
FAE1 FLOR Base (0); a I I I Al I Al I Al
FAE2 FLOR Base (0) I I I Al [ Al I Al
FAE1 FOL _sa Al Al Al Al Al Al Al Al
FAE2 FOL Base (0) [ I I Al [ I I I
FHEX1 FLOR Base (0); b I I Al Al Al Al Al Al
FHEX2 FLOR Base (0) I I Al Al Al Al Al Al
FHEX1 FOL _;b Al Al Al Al Al Al Al Al
FHEX2 FOL Base (0) Al Al Al Al Al Al Al Al
NAR 0,58; b [ I Al Al Al Al Al Al
NARGLI 0,22; a Al Al Al Al Al Al Al Al
RES 1,00; a Al Al Al Al Al Al Al Al

Legenda: a (fase mével de acetato de etila: acido férmico: agua 90:5:5), b (fase mdvel de cloroférmio:metanol 90:10), base (ponto de aplicagdo da amostra na
CCD), | (inibicao microbiana), Al (auséncia de inibicdo), EE1 FLOR (extrato etandlico das flores submetido a fase mével), EE2 FLOR (extrato etandlico
das flores ndo submetido a fase moével), EE1 FOL (extrato etandlico das folhas submetido a fase movel), EE2 FOL (extrato etandlico das folhas néo
submetido a fase mével), FDCM1 FLOR (fragdo diclorometano flores submetida a fase mével), FDCM2 FLOR (fracdo diclorometano flores nao
submetida a fase mével), FDCM1 FOL (fragéo diclorometano folhas submetida a fase mével), FDCM2 FOL (fragéo diclorometano folhas nao submetida
a fase movel), FAE1 FLOR (fragdo acetato de etila flores submetida a fase mével), FAE2 FLOR(fragdo acetato de etila flores ndo submetida a fase
mével), FAE1 FOL (fragcdo acetato de etila folhas submetida a fase movel), FAE2 FOL (fracdo acetato de etila folhnas ndo submetida a fase movel),
FHEX1 FLOR (fragdo hexanica flores submetida a fase mével), FHEX2 FLOR (fragdo hexanica flores ndo submetida a fase mével), FHEX1 FOL (fragéo

hexanica folhas submetida a fase moével), FHEX2 FOL (fragao hexanica folhas ndo submetida a fase moével),

glicosil naringenina), RES (16, 18 tritriacontanodiona).

NAR (naringenina), NARGLI (5-3-D-
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TABELA 15 - TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR DIFUSAO EM DISCO

Zona de inibicao do crescimento (mm de diametro)

Amostra Concentracéo S. aureus S. epidermidis S. pyogenes E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa P. mirabilis S. typhimurium
(mg/disco)
EE FLOR 1;0,5 8, _ 17; 12 i i i o i i
EE FOL 1;0,5 e 8, _ o o o o o o
FDCM FLOR 1;0,5 i 10;_ o o o o o o
FDCM FOL 1;0,5 o o o o o o o o
FAE FLOR 1,0,5 12; 10 20; 17 8, _ i 8 _ i 8, _ i
FAE FOL 1;0,5 18; 13 19; 13 o o 8; _ 13; 10 8, _ 13; 8
FHEX FLOR 1;0,5 7 _ 10;_ o o o o o o
FHEX FOL 1;0,5 o o i o o o o N
NAR 1;0,5 i i i i i i i i
NARGLI 1;0,5 o o i o o 5 5 o
RES 1;0,5 i i i i i _ - i
CLO 0,030 25 34 10 12 28 13 22 25

Legenda: EE FLOR (extrato etandlico das flores), EE FOL (extrato etandlico das folhas), FDCM FLOR (fracdo diclorometano das flores), FDCM FOL

(fracdo diclorometano das folhas), FAE FLOR (fracéo acetato de etila das flores), FAE FOL (fragdo acetato de etila das folhas), FHEX FLOR
(fracdo hexanica das flores), FHEX FOL (fragdo hexanica folhas), NAR (naringenina), NARGLI (5-B-D-glicosil naringenina), RES (16, 18
tritriacontanodiona), CLO (disco padrao de cloranfenicol), _ (auséncia de inibi¢ao).
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TABELA 16 - DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA (CIM)

Concentragao Inibitoria Minima (mg/mL)

Amostra S. aureus S. epidermidis S. pyogenes E. coli K. pneumoniae P.aeruginosa P.mirabilis S.typhimurium
EE FLOR 1 1 >2 >2 >2 >2 >2 >2
EE FOL >2 2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
FDCM FLOR >2 1 >2 >2 >2 >2 >2 >2
FDCM FOL >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
FAE FLOR 0,5 0,125 1 >2 1 >2 1 >2
FAE FOL 1 0,5 2 >2 2 >2 2 1
FHEX FLOR >2 2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
FHEX FOL >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
NAR 2 2 2 >2 2 >2 2 >2
NARGLI >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
RES >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2

Legenda: EE FLOR (extrato etandlico das flores), EE FOL (extrato etandlico das folhas), FDCM FLOR (fragdo diclorometano das flores), FDCM FOL
(fracdo diclorometano das folhas), FAE FLOR (fragdo acetato de etila das flores), FAE FOL (fragdo acetato de etila das folhas), FHEX FLOR
(fracdo hexanica das flores), FHEX FOL (fracdo hexanica folhas), NAR (naringenina), NARGLI (5-B-D-glicosil naringenina), RES (16, 18

tritriacontanodiona).
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5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Na avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada a determinagdo da
capacidade antioxidante total através do método de complexacao do fosfomolibdénio,
a acao captadora (sequestrante) do radical livre DPPH (2,2 - difenil — 1 — picril

hidrazina) e a captagao de radicais peroxila pelo teste TBARS.

5.7.1 Ensaio da redugao do complexo fosfomolibdénio

As amostras analisadas (extrato etandlico, fragdes hexanica, diclorometano e
acetato de etila das flores e folhas, as substancias isoladas e os padrdes de rutina e
acido ascorbico) promoveram alteragdo da coloracéo inicialmente amarela da solugao
teste, para verde, com a formacdo do complexo fosfomolibdénio, pela agdo dos
antioxidantes presentes nas amostras, em graus variados, conforme demonstrado na
Tabela 17.

Tanto para as flores como para as folhas, destaque especial apresentou a fracédo
acetato de etila, demonstrando ser com esta metodologia mais ativa que o padrao de
rutina. No entanto, as substancias naringenina e 5-B-D-glicosil naringenina obtidas
desta fracdo, apresentaram-se com atividade antioxidante relativa reduzida, o que
também foi observado com a naringenina, obtida das fracbes acetato de etila e
diclorometano.

As amostras analisadas das folhas também apresentaram atividade antioxidante
relativa superior ao padrao de rutina, com destaque para as fragdes acetato de etila e
hexanica, que nao diferem significativamente entre si e da fragdo acetato de etila das

flores.
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TABELA 17 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE PELA FORMAGCAO DO
COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO (FLORES E FOLHAS)

Amostra Atividade DP
(0,2 mg/mL) Antioxidante

(%)
EE FLOR 23,97 0,20 e
EE FOL 37,77 0,55b
FHEX FLOR 3,23 09 g
FHEX FOL 45,06 0,64 a
FDCM FLOR 17,94 0,29 f
FDCM FOL 32,27 0,87 c
FAE FLOR 46,02 0,47 a
FAE FOL 45,5 0,50 a
NAR 2,76 0,06 gh
NAR GLI 3,81 0,20g
TRI 1,41 0,15h
RUT 29,48 0,46 d
AA 100,00 4,60i

Legenda: Os valores das médias e desvios padroes (DP) sdo de trés repeticdes. As
Letras minusculas diferentes representam diferengas significativas no
indice antioxidante (p < 0,05, utilizando ANOVA e teste de Tukey). EE:
extrato etandlico; FDCM: fracdo diclorometano; FAE: fracdo acetato de
etila; AA: acido ascorbico; RUT: rutina; FAER 20: substancia isolada da
fracdo acetato de etila remanescente; NARGLI: 5-3-D-glicosil naringenina
isolada das flores e das folhas; NAR: naringenina isolada das flores e das
folhas; TRI: 16,18 tritriacontanodiona isolada das flores e das folhas.

A Figura 37 apresenta a atividade antioxidante pela formagdo do complexo
fosfomolibdénio, frente ao extrato etandlico, as fragdes diclorometano e acetato de etila

das flores e os padrbes de rutina e acido ascorbico.
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EE FDCM FAE AA RUT

Legenda: EE (extrato etandlico), FDCM (fragao diclorometano), FAE (fracédo acetato de
etila), AA (acido ascorbico), RUT (rutina)

FIGURA 37 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA FORMACAO DO
COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO PARA OS PADROES
(ACIDO ASCORBICO E RUTINA), EXTRATOS E FRAGCOES
(EE, FDCM E FAE) OBTIDOS DAS FLORES

5.7.2 Ensaios com o radical livre DPPH

Nestes ensaios, o radical DPPH foi reduzido pelas substancias com carater
antioxidante presentes nas amostras, havendo alteracdo da coloragcdo violeta para
amarela, proporcionalmente a concentracdo destes componentes nas amostras,

verificado pela diminuigdo gradual das absorbancias durante o tempo de reacéo.
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5.7.2.1 Avaliagao da atividade antioxidante pela cromatografia em camada delgada

As amostras analisadas das flores e folhas, as substancias isoladas e os padrbes
de rutina e acido ascérbico alteraram a coloragao purpura do radical DPPH, reduzindo-
o ao composto 2,2-difenil-1-picril hidrazina, de coloracdo amarela, conforme
demonstram as Figuras 38 e 39, indicando a presenca de substancias de carater

antioxidante.

EE FDCM FAE RUT
Fase moével: AcCEt:HCOOH:H,0 (90:5:5)

Legenda: EE (extrato etandlico), FDCM (fragao diclorometano), FAE (fracdo acetato de etila),
RUT (rutina), AcEt (acetato de etila), HCOOH (acido férmico), H,O (agua)

FIGURA 38 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS AMOSTRAS (EE, FDCM E FAE) E
DO PADRAO (RUT), POR CCD NEBULIZADA COM DPPH (FLORES)
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1; 2; 3;4
Fase moével: AcCEt:HCOOH:H,0 (90:5:5)

Legenda: substancias 1 (naringenina), 2 (5-B-D-glicosil naringenina), 3 (rutina), 4 (acido
ascorbico), AcEt (acetato de etila), HCOOH (acido férmico), H,O (agua)
FIGURA 39 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS SUBSTANCIAS NAR E NARGLI
E DOS PADROES DE RUTINA E ACIDO ASCORBICO, POR CCD
NEBULIZADA COM DPPH (FLORES)

5.7.2.2 Avaliagéo da redugao do radical DPPH por espectroscopia de UV-vis:

Na Tabela 18 estdo representados os valores médios dos ECsy de cada amostra
avaliada, ou seja, as concentragdes destas que sdo necessarias para capturar 50% do
radical livre DPPH que lhes foi adicionado com consequente inibicdo da acumulagao
de produtos oxidados.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey,
sendo p < 0,05 considerado significativo. O padrdo de acido ascoérbico apresentou
atividade antioxidante significativamente maior que os demais avaliados (ECso= 0,49 +
0,11 ug/mL).

As amostras obtidas das folhas demonstraram ser significativamente mais ativas
que as flores, provavelmente devido a presenca de outros compostos fendlicos que
nao estariam presentes nas flores, que estariam contribuindo neste processo. Com as
folhas, a fragdo mais ativa foi a diclorometano (ECso= 2,81 + 0,70 pg/mL), seguida pela
fracdo acetato de etila (EC5p= 5,48 + 0,47) e pelo extrato etandlico (ECso= 5,91 + 0,64)
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que nao diferem significativamente, apresentando atividade semelhante a
demonstrada pela rutina (ECsp= 4,14 + 1,13).

Para as flores, a fragdo acetato de etila (ECs 3,22 + 0,59 pg/mL), ainda que
menos ativa que o padrdo de &cido ascérbico, apresentou a maior atividade
comparada as outras amostras avaliadas das flores, ndo diferindo significativamente
do padréao de rutina (ECso= 4,14 + 1,13) e da fragao acetato de etila das folhas (ECso=
5,48 + 0,47).

TABELA 18 - ATIVIDADE CAPTADORA DO RADICAL DPPH (EC5().

Amostra ECs0 DP
RES 874,56 9,24a
NAR 857,26 10,88a
NARGLI 295,29 10,31c
FHEX FLOR 124,10 2,62d
FDCM FLOR 36,65 6,68e
FHEX FOLHA 26,79 1,16f
EE FLOR 10,49 2,569
EE FOLHA 5,91 0,64h
FAE FOLHA 5,48 0,47hi
RUTINA 4,14 1,13hijj
FAE FLOR 3,22 0,59ij
FCDM FOLHA 2,81 0,70j
ACIDO ASCORBICO 0,49 0,11k

Legenda: Os valores das médias e desvios padroes (DP) sdo de trés repeticdes. As Letras
minuUsculas diferentes representam diferencas significativas no ECs, entre as diversas
amostras (p < 0,05, utilizando ANOVA e teste de Tukey). ECs,: concentracdo necessarias
para capturar 50% do radical livre DPPH adicionado; EE: extrato etandlico; FHEX: fragcao
hexanica; FDCM: fragao diclorometano; FAE: fracao acetato de etila; NARGLI: 5-3-D-glicosil

naringenina; NAR: naringenina; RES: 16, 18 tritriacontanodiona

As substancias isoladas demonstraram atividade antioxidante muito menor que a
apresentada pelas fragdes de origem (valores de ECsg elevados). Destas, a mais ativa

foi a 5-B-D-glicosil naringenina (ECsp= 295,29 + 10,31). N&o houve diferengas
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significativas entre a naringenina e a 16, 18 tritriacontanodiona (ECso= 857,26 + 10,88
e 874,56 + 9,24 ug/mL, respectivamente).

O baixo desempenho antioxidante das flavanonas naringenina livre e heterosidica,
utilizando o radical livre DPPH, havia também sido verificado por EDENHARDER e
GRUNHAGE (2003). Estes autores relacionaram a estrutura quimica de flavonoides
com o efeito antioxidante ocasionado que dependeria da presencga de hidroxila livre no
carbono 3 (anel C); de insaturagcédo entre o carbono 2 e 3 (anel C); da presenga do
grupo carbonil (posigao 4 do anel C); do padréo e numero de hidroxilas nos anéis A, B
e C e da presenga de agucares (EDENHARDER; GRUNHAGE, 2003).

5.7.3 Avaliagéo de atividade antioxidante pelo teste TBARS:

Nos testes utilizando as espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS), ocorre a
avaliacdo do ponto final da peroxidacdo lipidica, ao mensurar a substancia
malonildialdeido (MDA), que resulta neste processo, permitindo avaliar os efeitos do
estresse oxidativo induzido e da protecdo da lipoperoxidagdo pelas substancias
antioxidantes que possam estar presentes no material analisado (DAWN-LINSLEY et al,,
2005). Nestes testes a mensuragdo da peroxidacao lipidica de matrizes bioldgicas é
realizada pela reagao do acido tiobarbiturico (TBA) com o MDA, em meio acidificado e
sob condi¢cbes de elevada temperatura, gerando um cromoéforo rosado que pode ser
medido espectrometricamente (MIYATA, SMITH, 1996; KELLER et al., 2000; DAWN-
LINSLEY et al., 2005).

As amostras avaliadas obtidas das folhas de A. podalyriifolia também
demonstraram maior atividade antioxidante do que a apresentada pelas flores pelo teste
TBARS (espécies reativas do acido tiobarbiturico), expressa como indice antioxidante

(IA) em porcentagem (Tabela 19).
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TABELA 19 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO TESTE TBARS COMO

INDICE ANTIOXIDANTE (IA) EM PORCENTAGEM (%)

Concentragédo 1000 ppm 500 ppm 100 ppm

Amostra 1A DP 1A sd X sd

BHT 35,15 3,42 Ac 20,25 1,07 Bc 10,73 0,59 Cab
EE FOLHA 52,8 1,68 Aa 38,93 2,29 Ba 4,5 0,95 Ccde
EEFLOR 29,43 0,65 Acde 18,05 2,01 Bcd 13,07 1,91 Ca
FAE FLOR 24,84 1,28 Aef 16,45 1,73 Bcd 5,98 1,38 Ccde
FAE FOLHA 31,2 1,02 Acd 16,67 1,77 Bcd 8,57 0,95 Cbc
FDCM FLOR 19,75 2,31 Afg 7,6 1,42 Bf 4,55 1,6 Bcde
FDCM FOLHA 23,68 1,48 Aef 14,06 1,9 Bd 4,63 1,95 Ccde
FHEXFLOR 42,64 0,84 Ab 32,61 1,04 Bb 6,3 2,59 Ccd
FHEX FOLHA 41,31 2,91 Ab 13,41 1,16 Bde 6,09 1,66 Ccd
NAR 14,6 2,42 Ag 8,6 1,31 Bef - - -
NARGLI 27,74 2,5 Ade 14,19 2,02 Bd 1,63 1,55 Ce
AA 21,73 1,77 Af 14,87 1,44 Bd 3,67 0,7 Cde
RES 17,76 1,01 Bcd

Legenda: IA = Indice de atividade antioxidante expresso em porcentagem (%), referente @ média
de trés repeticdbes. DP (desvio padrdo). Letras maiusculas diferentes representam diferencgas
significativas no indice de atividade (lA) entre as trés concentragbes da mesma amostra. Letras
minusculas diferentes representam diferengas significativas no indice da atividade (IA) entre as diversas
amostras em relagdo a mesma concentragao (p< 0,05, utilizando ANOVA e teste de Tukey). __ : sem
atividade antioxidante. EE: extrato etandlico, FHEX: fracdo hexénica; FDCM: fragao
diclorometano; FAE: fragcdo acetato de etila; AA: acido ascoérbico; BHT: butil hidréxi tolueno; NARGLI: 5-

B-D-glicosil naringenina; NAR: naringenina; RES: 16,18 tritriacontanodiona.

Para as folhas, destaca-se o extrato etandlico (52,80 % + 1,68 e 38,93 + 2,29) que
superou as atividades apresentadas pelos padrdes de BHT (35,15 + 3,42 e 20,25 +
1,07) e de acido ascorbico (21,73 + 1,77 e 14,87 + 1,44), respectivamente para 1000 e
500 ppm.

As fragbes hexanicas das flores e das folhas apresentaram elevados indices
antioxidantes (42,64% + 0,84 e 41,31 + 2,91, respectivamente), n&do diferindo
significativamente entre si e consideravelmente superiores aos apresentados pelos

padrdes, nas concentragcdes de 1000 ppm.

A fragdo acetato de etila das folhas (31,20% + 1,02 e 16,67 + 1,77) apresentou
atividade superior ao padrao de acido ascoérbico e semelhante a do padrao de BHT,

nas concentragdes de 1000 e 500 ppm, enquanto que o desempenho desta fragcao
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obtida das flores foi semelhante ao do acido ascérbico nas mesmas concentragcbes
(24,84 + 1,28 € 16,45 + 1,73).

Com a fragéo diclorometano, ndo houve diferengas significativas entre a obtida
das flores (19,75 + 2,31) e das folhas (23,68 + 1,48, sendo equivalentes a

desenvolvida pelo padréao de acido ascorbico, nas concentragdes de 1000 ppm.

A acado antioxidante desempenhada pela 5-B-D-glicosil naringenina (27,74% +
2,50) foi superior a apresentada pelo acido ascérbico em 1000 ppm e nao diferiu
significativamente deste padrdo nas concentragdes de 500 e 100 ppm (14,19 + 20 e
1,63% + 1,55). Ja o desempenho da naringenina, ainda que também demonstrasse
atividade, foi inferior aos padrbes nas concentragdes avaliadas. Estes resultados
estdo condizentes com os apresentados por LEE e colaboradores (2002; 2004), que
ja haviam também demonstrado agao antioxidante das flavanonas naringenina e seus
derivados no decréscimo da peroxidacao lipidica. Com a substadncia obtida do
residuo do extrato etandlico, a 16, 18 tritriacontanodiona, com 1000 e 100 ppm nio
foi verificado efeito antioxidante, por ndo ter sido bem assimilado nestas reagdes pela
elevada concentracé&o do primeiro e pela baixa concentragdo do segundo. No entanto,
com 500 ppm foi verificado efeito antioxidante (17,76% + 1,01) que nao diferiu
significativamente do apresentado pela 5-B-D-glicosil naringenina e do &acido

ascorbico nesta concentragao.

Pelos testes antioxidantes aqui realizados, utilizando o complexo fosfomolibdénio,
o radical livre DPPH e TBARS, os resultados obtidos foram diferentes, dependo se o
material era originario das flores ou das folhas da A. podalyriifolia e da metodologia
antioxidante utilizada. Isto pode ser explicado pelos diferentes mecanismos de
reacdes envolvidos entre os compostos com caracteristicas antioxidantes presentes
nestes materiais e o0s reagentes destas técnicas, apresentando maior ou menor
afinidade por estes, conforme foi descrito por SANCHEZ-MORENO (2002) e
VASCONCELOS et al.(2007).

Nos ensaios antioxidantes utilizando o radical DPPH e com o complexo
fosfomolibdénio, a fracdo acetato de etila das flores foi a amostra mais ativa. No

entanto, através destes testes as substancias majoritarias obtidas desta fracéo, a 5-3-
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D-glicosil naringenina e a naringenina, demonstraram um baixo desempenho
antioxidante. Pelo teste TBARS, esta naringenina glicosilada demonstrou agao similar
ao padrdo de 4&acido ascorbico. Isto também foi observado para a 16, 18
tritriacontanodiona, isolada do residuo do extrato etandlico. Com a naringenina, a
pequena atividade antioxidante foi também verificada nos resultados obtidos para as

trés técnicas empregadas.

A diferenga verificada quando a flavanona encontrava-se na forma glicosilada e
quando aglicona pode ser explicada pela presenga do maior numero de hidroxilas
fendlicas, presenca de hidroxilas nos carbonos 4 do anel B e 7 do anel A, pois a
doagao de hidrogénios para os radicais livres ocorre principalmente nestas posigdes,
como demonstrou BARREIROS, DAVID e DAVID (2006).

Diferentemente, para as folhas, ainda que nas metodologias antioxidantes
avaliadas as amostras tenham tido um desempenho antioxidante superior ao
demonstrado pelas flores, dependendo do teste empregado, o resultado mais
expressivo variava. Nos ensaios com o radical DPPH, a fragdo diclorometano foi a
mais ativa; com o fosfomolibdénio foi a fragdo acetato de etila e pelo TBARS foi o
extrato etandlico.

O efeito antioxidante observado com os extratos, fracdes e substancias isoladas
das flores e das folhas de Acacia podalyriifolia foi também verificado em inUmeros
trabalhos com outras espécies deste género. Extratos de A. catechu (PARK; BOO,
1991; NAIK et al., 2003), A. confusa (CHANG et al., 2001; WU et al., 2005), A. nilotica
(SALEEM et al.,, 2001) e A. pennata (THALANG et al., 2001) apresentavam
consideravel acao antioxidante devido a presenca de substancias polifendlicas, como
flavonoides e taninos nestes materiais. O mel obtido de A. ehrenbergina (AL-MAMARY
et al., 2002) e de outras espécies de Acacia (MEDA et al., 2005), apresentou elevados
potencial antioxidante e teor de compostos fendlicos. Extratos e compostos
flavonoidicos obtidos de A. mangium e A. auriculiformis demonstraram intensa
atividade sequestradora de radicais livres (MIHARA et al., 2005). Extratos de Acacia
salicina apresentaram altos conteudos de compostos flavonoidicos, que estariam

relacionados com as atividades avaliadas (CHATTI et al,, 2009).
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As substancias com nucleo fendlico, como tocoferol, flavonoides e &acidos
fendlicos, apresentam destaque especial como eficientes removedores de radicais
peroxila, além de reduzir e quelar ions férrico que catalisam a peroxidagao lipidica (AL-
MAMARY et al., 2002; LIU et al., 2002; PARK et al., 2003; RAMIREZ-MARES; MEJIA,
2003).

Com relagao a B-dicetona 16, 18 tritriacontanodiona, ainda que tenha demonstrado
baixa acdo antioxidante in vitro, esta substancia deve desempenhar outras funcgdes
importantes para a planta, o que poderia explicar a grande quantidade desta substancia

na Acacia podalyriifolia.

5.8 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE GERAL:

Ainda que o bioensaio de toxicidade geral ndo seja especifico para a avaliagao de
atividade antitumoral, um significativo nimero de espécies com toxicidade frente a
Artemia salina apresentou maiores chances de também demonstrar acdes citotdxicas e
antitumorais. Isto se deve ao fato de que a maioria dos principios ativos das plantas,
que tem se evidenciado como toxicos em elevadas doses, também apresentaram
outras atividades farmacolégicas, sendo com este teste possivel monitorar o
fracionamento destes extratos, exigindo menores gastos com recursos financeiros e de
tempo que os testes de citotoxicidade (MEYER et al., 1982).

Nestes testes, sdo consideradas ativas (citotdxicas) as amostras que
apresentarem DLs, inferior a 1000 pg/mL (Tabela 20). Das amostras submetidas aos
ensaios com a Artemia salina, a fracdo diclorometano das flores (DL5y=8,43 + 1,29
Mg/mL) foi a mais citotdxica, superando o controle positivo (dicromato de potassio, DLsg
= 501,83 + 7,60 ug/mL). As fragdes acetato de etila obtidas das flores (DLso = 527,73 +
2,36) e das folhas (DL 50 = 446,59 + 29,13) e a hexanica das flores (DLsy = 579,22 +
20,70) demonstraram toxicidade geral ndo muito diferente da apresentada pelo controle
positivo. No entanto, as substancias maijoritarias isoladas destas fragoes (5-B-D-glicosil
naringenina, naringenina e 16, 18 tritriacontanodiona), ndo se apresentaram ativas
(DLsp maior do que 1000 ug/mL). Isto pode ser devido presenga de outros compostos
nestas fragbes que poderiam estar influenciando nos resultados, ou por um sinergismo

entre estes, conforme demonstrado por CHATTI et al.(2009).
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TABELA 21- TOXICIDADE DOS EXTRATOS, FRACOES E SUBSTANCIAS
ISOLADAS DAS FLORES E FOLHAS DE  Acacia
podalyriifolia, FRENTE A Artemia salina

Amostra DL 5o DP

EE FLOR 673,55 12,48 a
EE FOL 637,22 34,53 ab
FHEX FLOR 579,22 20,70 bc
FHEX FOL >1000 -
FDCM FLOR 8,43 1,29 e
FDCM FOL >1000 -
FAE FLOR 527,73 2,36 ¢
FAE FOL 446,59 29,13 d
DICROMATO 501,83 7,60 f
NAR >1000 -
NAR GLI >1000 e
RES >1000 e

Legenda: Os valores das médias e desvios padroes (DP) sdo de trés repeticdes. As Letras
minusculas diferentes representam diferengas significativas na DLs, entre as diversas
amostras (p < 0,05, utilizando ANOVA e teste de Tukey). DLs, (concentracdo em pg/mL
que causa 50% de mortalidade dos nauplios de Artemia salina; inativo quando DL, for
maior que 1000 ug/mL). EE: extrato etandlico; FHEX: fragdo hexanica; FDCM: fracao
diclorometano; FAE: fragdo acetato de etila; NARGLI: 5-B-D-glicosil naringenina; NAR:
naringenina; RES: 16,18 tritriacontanodiona.

Diante destes resultados, os extratos e fragdes com resultados positivos para a
toxicidade geral, principalmente a fragdo diclorometano das flores, poderiam ser
utilizados em pesquisas futuras de citotoxicidade, enquanto que aqueles materiais que
nao se demonstraram ativos nestes ensaios poderiam ser submetidos a outros testes

de toxicidade para confirmar a auséncia de efeitos toxicos nestas dosagens.
5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA
Este ensaio objetivou a verificacdo da interferéncia do extrato etandlico e das

fragbes hexanica, diclorometano e acetato de etila, obtidos das flores e das folhas, e

das substancias isoladas, nas concentragdes de 0,01, 0,02, 0,04 e 0,08 mg/mL, na
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germinagdo e no crescimento das sementes de Lactuca sativa (alface) variedade
Baba.

5.9.1 Teste de germinagéo:

Houve predominéncia de germinacao entre 24 e 48 horas de incubagao tanto com
as sementes submetidas aos analitos (extratos, fracbes e substancias isoladas) como

com o controle, sem alteracdes neste processo.

5.9.2 Teste do crescimento:

Os resultados obtidos para o controle (agua) foram apresentados nos graficos em
100%. Os valores obtidos para as amostras foram relacionados a estes controles,
permitindo a obtengdo do crescimento radicular e caulicular (hipocodtilo) em
porcentagem.

Os referidos dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste
de Tukey para se detectar diferengas entre as amostras e avaliar estas diferengas (p<
0,05).

A Figura 40 apresenta a caixa Gerbox com o controle, no 6° dia de germinagéo,
contendo as plantulas que se desenvolveram a partir das 20 sementes de Lactuca
sativa.

FoLioOLO

HIPOCOTILO

RADICULA

FIGURA 40 - CAIXAS GERBOX CONTENDO AS 20 SEMENTES DE Lactuca
sativa, NO 6° DIA DE GERMINAGCAO (CONTROLE).
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FIGURA 41 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE AO
EXTRATO ETANOLICO DAS FLORES DE Acacia
podalyriifolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).

O pequeno estimulo no crescimento da radicula e do hipocétilo verificado com o
extrato etandlico das flores (Figura 41) n&o foi considerado estatisticamente
significativo.

Enquanto que para o extrato etandlico das flores os resultados obtidos ndo foram
significativos, quando este foi obtido das folhas, houve intensa inibicdo radicular e
estimulo caulicular (Figura 42). Este desequilibrio entre o crescimento caulicular e
radicular pode impossibilitar o desenvolvimento ao gerar plantulas anormais
(FERREIRA; AQUILA, 2000). Com o aumento da concentragcdo foi acentuada a
reducdo no crescimento radicular, destacando-se as concentragbes de 0,04 mg/mL
(22% de inibicdo) e 0,08 mg/mL (16% de inibigdo), resultados estatisticamente
relevantes em relagdo ao controle e que nao diferiram significativamente entre si. Para
o hipocoétilo (cauliculo), houve estimulo do crescimento nas varias concentragcdes
avaliadas, sendo significativos os efeitos apresentados pelas concentragbes de 0,04

mg/mL (23% de estimulo) e de 0,01 mg/mL (24%) que nao diferem entre si.
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FIGURA 42 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE AO
EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE Acacia podalyriifolia,
COMPARADA AO CONTROLE (100%).

Para a fragao hexanica das flores, o estimulo do crescimento radicular observado
nao foi significativo. No crescimento do hipocdétilo, houve inibicdo, apresentando
relevancia estatistica os resultados demonstrados pelas concentragdes de 0,08 mg/mL
e 0,02 mgmL (11 e 19% de inibicdo, respectivamente) que nao diferem
significativamente entre si (Figura 43).

Para a fragdo hexanica das folhas, foi significativa a inibigdo do crescimento
radicular (17%) observada com 0,08 mg/mL desta fragdo. Para o hipocétilo, ndo foram

obtidas diferengas significativas em relagéo ao controle (agua) (Figura 44).
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FIGURA 43 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACAO HEXANICA OBTIDA DAS FLORES DE Acacia
podalyriifolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).
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FIGURA 44 — AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACAO HEXANICA OBTIDA DAS FOLHAS DE Acacia
podalyriifolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).
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FIGURA 45 — AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACAO DICLOROMETANO DAS FLORES DE Acacia
podalyriifolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).

Para a fragdo diclorometano das flores (Figura 45), houve consideravel efeito
alelopatico, apresentando inibicado do crescimento radicular e estimulo caulicular. Com
0,08 mg/mL houve 50% de inibicdo no crescimento da radicula (necrose radicular) e
18% de estimulo ao crescimento caulicular. Com as demais concentracdes, o0s
resultados ndo foram significativos em relagdo ao controle, indicando possivelmente
que nestas concentracdes haja um equilibrio entre as substancias indutoras e
inibidoras do crescimento. Com 0,08 mg/mL da fragao diclorometano pode-se observar
que houve influéncias significativas no ciclo de desenvolvimento da radicula,
inviabilizando o crescimento da plantula ao gerar exemplares andémalos pelas
discrepancias verificadas no crescimento radicular e caulicular.

Ainda, com a fragao diclorometano das flores, associado aos efeitos observados
no crescimento radicular e caulicular (hipocétilo), houve auséncia de foliolos nas
sementes desenvolvidas neste substrato, salientando a caracterizagdo de efetivo

potencial alelopatico desta fracao.

No entanto, para a fragao diclorometano obtida das folhas, os resultados obtidos
para o crescimento da radicula e do hipocétiio ndo foram significativos nas
concentragbes avaliadas (Figura 46).
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FIGURA 46 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A

FRACAO DICLOROMETANO DAS FOLHAS DE Acacia
podalyriifolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).
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FIGURA 47 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A
FRACAO ACETATO DE ETILA DAS FLORES DE Acacia
podalyriifolia, COMPARADA AO CONTROLE (100%).

Na Figura 47 observa-se que houve significativa resposta biolégica com 0,04
mg/mL da fracdo acetato de etila das flores, apresentando inibicdo do crescimento da

radicula (34%) e do hipocétilo (23%). Para as demais concentragdes nao houve
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alteracao significativa em relagdo ao controle. No entanto, ndo houve desenvolvimento
de foliolos com as plantulas que cresceram neste substrato, reforcando o potencial
alelopatico desta fragao.

Para a fracdo acetato de etila das folhas, o estimulo radicular e caulicular
observado n&o foi significativo entre as concentragbes avaliadas e entre estas e o
controle (Figura 48).
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FIGURA 48 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca satva FRENTE A
FRACAO ACETATO DE ETILA DAS FOLHAS DE Acacia podalyriifolia,
COMPARADA AO CONTROLE (100%).

As substancias isoladas naringenina, 5-B-D-glicosil naringenina e 16, 18
tritriacontanodiona apresentaram efeitos significativos no crescimento da plantula,
contribuindo na atividade alelopatica verificada com as suas fragées de origem.

Para a substancia 5-B-D-glicosil naringenina, obtida das fragées diclorometano e
acetato de etila houve consideravel efeito alelopatico, com inibigdo do crescimento
radicular e caulicular, demonstrando importante contribuicdo desta substancia na
atividade demonstrada por estas fragcdes obtidas das flores. Ainda que tenha também
sido obtida da fracdo acetato de etila das folhas, por apresentar-se em uma

concentragdo inferior a demonstrada pelas flores, ndo foi suficiente para promover uma
alteracao significativa.
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Os resultados obtidos para a 5-B-D-glicosil naringenina foram significativamente
diferentes entre as amostras e entre estas e o controle (Figura 49). Para a radicula, a
inibicdo do crescimento observada foi mais acentuada a medida que reduzia a
concentragdo das amostras, sendo que com 0,01 mg/mL a inibicdo do crescimento foi
de 33% quando comparada ao controle. Com concentragcdes menores, é provavel que
este aleloquimico seja melhor absorvido pela semente, uma vez que € apenas
parcialmente soluvel em agua. Para o hipocétilo, em todas as concentragdes avaliadas,
sem haver diferencas significativas entre estas, houve inibicdo estatisticamente
relevante do crescimento, quando comparado ao controle, apresentando resultados
entre 24 e 38% de inibicdo. Também n&o houve desenvolvimento de foliolos nestas

plantulas o que impediria 0 desenvolvimento deste vegetal.
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FIGURA 49 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE A 5-B-D-
GLICOSIL NARINGENINA, COMPARADA AO CONTROLE (100%).

A substéncia naringenina, obtida também das fracdes diclorometano e acetato de
etila, demonstrou efeitos alelopaticos no crescimento das plantulas avaliadas,
contribuindo na atividade observada nestas fragdes a partir das flores. Comparando-os
ao controle, houve estimulo no crescimento da radicula (18%) que foi
significativamente observado com 0,04 mg/mL desta substancia. A inibicdo do
crescimento do hipocétilo observada com esta substancia foi significativa para todas as

concentragbes avaliadas, com destaque para 0,02 mg/mL (27% de inibi¢do), seguida
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pelas demais concentragdbes que apresentaram resultados estatisticamente
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FIGURA 50 - AVALIAC}AO DO CRESCIMENTO DE |VLactuca sativa

FRENTE A SUBSTANCIA OBTIDA NARINGENINA, COMPARADA
AO CONTROLE (100%).

Com a substancia 16, 18 tritriacontanodiona, obtida do residuo do extrato
etandlico e da fragdo hexanica, houve inibicdo expressiva em 21% do crescimento
radicular e sem alteragao significativa do hipocétilo, com a concentragao de 0,01
mg/mL. Com as demais concentragdes as alteragdes foram discretas (Figura 51). A
intensa inibicdo ocorrida por esta substancia na menor concentragdo empregada nos
ensaios pode ser devido ao forte carater apolar desta, possibilitando que seja mais

facilmente absorvida quando em concentragbes mais baixas.
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FIGURA 51 — AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Lactuca sativa FRENTE

A 16, 18 TRITRIACONTANODIONA, COMPARADA AO
CONTROLE (100%).

Sobre os efeitos alelopaticos observados nas sementes de Lactuca sativa,
variedade Baba, perante as amostras obtidas das flores e das folhas, pode-se,
resumidamente, afirmar que, embora nao tenham afetado a germinagao desta plantula,
ocasionaram significativas influéncias no seu crescimento, quando comparados ao
controle.

Os resultados diferenciados obtidos quando os extratos ou fragdes eram
procedentes das flores ou das folhas devem-se possivelmente a presenca de
substancias diversas nestes, pertencentes aos grupos que foram detectados na
triagem fitoquimica.

Plantulas anormais, com necrose da radicula, foram observadas nos ensaios com
as fragdes acetato de etila e diclorometano das flores, com o extrato etandlico e a
fracao diclorometano das folhas, bem como com as substancias isoladas 5-3-D-glicosil
naringenina e 16, 18 tritriacontanodiona. Estes dados sugerem a presenga de
aleloquimicos nestas amostras, pois conforme afirmam FERREIRA e AQUILA (2000), a
presenca de substancias alelopaticas pode induzir este efeito.

Aliado a isto, observou-se discrepancias no crescimento da radicula e do

hipocétilo que também poderiam conduzir a obtencédo de plantulas anormais as quais



147

provavelmente ndo conseguiriam completar o seu ciclo de desenvolvimento, como
ocorreu com a naringenina.

Ainda, a inibicdo do crescimento radicular pode ocasionar a diminuicdo de
absorcao de nutrientes pela raiz, acarretando problemas para o desenvolvimento e a
sobrevivéncia da plantula. Concomitantemente, a auséncia de desenvolvimento de
foliolos nas plantulas que cresceram nos substratos avaliados, reforca o potencial
alelopatico das fragdes em estudo.

A atividade biologica testada com o extrato etandlico das flores foi discreta em
relacdo ao efeito observado com as demais amostras, possivelmente devido a grande
diluicdo de seus componentes antes do fracionamento. Contudo, o leve estimulo do
crescimento verificado com o extrato etandlico das flores representa um atributo
complementar referente a concentracdo diferenciada dos aleloquimicos presentes na
referida fragdo. Comportamento semelhante também foi observado com a fracéo
hexanica.

Os resultados obtidos nos testes do crescimento sugerem a presenca de
aleloquimicos nas flores e folhas de Acacia podalyriifolia, conforme ja havia sido
observado com diversas espécies pertencentes a este género. Para as flores, houve
efeito alelopatico significativo para 0,04 mg/mL da fracao acetato de etila, para 0,08
mg/mL da fracao diclorometano e para a substancia isolada 5-B-D-glicosil naringenina
nas concentragbes avaliadas, evidenciando-se elevada atividade bioldgica,
possivelmente devido a presenca de compostos fendlicos, tanoides e flavonoides nas
fragbes, detectados na triagem fitoquimica e confirmados com o isolamento desta
substancia nestas fracbes. Este efeito caracterizado para substancias fendlicas e
flavonoidicas foram evidenciados também nos extratos de Acacia melanoxylon
(GONZALES et al., 1995), de Acacia confusa (CHOU et al., 1998) e de Acacia nilotica
(SWAMINATHAN et al., 1989).
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6. CONCLUSAO

Referenciando aos objetivos inicialmente propostos que visavam o estudo da
composi¢cdo quimica majoritaria das flores e das folhas de Acacia podalyriifolia A.
Cunn. ex G. Don, com énfase nas substancias fendlicas, bem como a avaliacdo das
atividades antibacteriana, antioxidante, citotoxicidade geral e alelopatica, algumas
consideragdes puderam ser feitas.

Em aspectos gerais, o extrato etandlico, seu residuo e suas fragdes, obtidos das
flores, apresentaram um maior rendimento (42,60% p/p em relagéo as flores secas) do
que quando obtido das folhas (27,02% p/p em relagao as folhas secas). Para as flores,
o maior rendimento entre as fragcdes foi da fracao acetato de etila (4,21%), enquanto
que para as folhas foi a hexanica (8,93%) que até superou o residuo (8,13%).

A triagem fitoquimica também mostrou diferengas quando os extratos ou fragdes
eram originarios das flores ou das folhas. Para as flores, detectou flavonoides, taninos,
compostos fendlicos e esteroides/triterpenoides, enquanto que no material obtido das
folnas foi verificada a presenca de alcaloides, cumarinas, flavonoides, taninos,
compostos fendlicos, quinonas e esteroides/triterpenoides.

Na determinagéo do conteudo de compostos fendlicos, as flores demonstraram os
maiores resultados, com destaque para a fragao acetato de etila (33,85 + 1,52 mg% de
acido galico). Ainda que consideravelmente menor que nas flores, para as folhas a
fragcao acetato de etila também apresentou o maior conteudo de compostos fendlicos
(22,9 + 1,57 mg% de acido galico). Os elevados teores de compostos fendlicos nestes
materiais estdo em conformidade com os relatos em literatura como sendo o género
Acacia uma fonte importante destas substancias. Como os compostos fendlicos
participam de inumeras atividades, dentre as quais a antibacteriana, antioxidante,
citotéxica e alelopatica, aqui avaliadas, pode-se também considera-los promissores em
estudos posteriores de outros ensaios bioldgicos.

A partir das flores, como substancias majoritarias fendlicas isoladas e
identificadas, foram obtidas as flavanonas 5-f3-D-glicosil-naringenina e sua aglicona
naringenina, correspondendo a 4,46 e 0,80 mg/g de flor, respectivamente, obtidas das
fragcbes diclorometano e acetato de etila, ainda ndo obtidas de Acacia podalyriifolia. Foi

também isolada a B-dicetona 16, 18 tritriacontanodiona, correspondendo a 18,36 mg/g
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de flor, obtida da fragdo hexanica e do residuo. Das folhas, foram também isoladas a 5-
B-D-glicosil-naringenina, correspondendo a 2,11 mg/g de folha, obtida da fracdo acetato
de etila e a 16, 18 tritriacontanodiona, correspondendo a 5,79 mg/g de folha, obtida da
fragdo hexanica e do residuo.

Os extratos e fragdes das flores e das folhas de Acacia podalyriifolia, ainda que
tenham se demonstrado ativos nos testes bioldgicos avaliados, apresentaram
resultados diferenciados quando eram procedentes das flores ou das folhas, pela
presenca de substéncias diversas nestes, pertencentes aos grupos que foram
detectados na triagem fitoquimica, e que estariam contribuindo nas atividades
avaliadas, bem como a possibilidade de sinergismo entre estes. As substancias
fendlicas isoladas (naringenina e 5-B-D- glicosil naringenina) demonstraram atividade
antibacteriana, antioxidante e alelopatica, contribuindo nos resultados que foram
obtidos nestas avaliagbes com as suas fragbes de origem. Entretanto, a presencga da
16, 18 tritriacontanodiona pode estar colaborando nos resultados dos testes de
alelopatia, por nao ter apresentado atividade nos outros testes avaliados. Nenhuma
destas substancias isoladas apresentou-se como citotdxica por estes ensaios.

As andlises da atividade antibacteriana, realizadas pelas metodologias de
bioautografia, difusdo em disco e concentragao inibitéria minima confirmaram ser a
fragcao acetato de etila, obtida tanto das flores como das folhas, a mais ativa inibindo
varias das cepas gram positivas e gram negativas avaliadas, em graus variaveis. Para
as substancias isoladas, nas concentragdes utilizadas, apenas a naringenina aglicona
inibiu o crescimento bacteriano de S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae e P.
mirabilis, apresentando concentragao inibitéria minima de 2 mg/mL. O efeito
antibacteriano detectado nestes materiais justifica a realizagédo de estudos futuros,
diante de outras cepas patogénicas, ou aplicando-os em técnicas diversas, para um
possivel emprego industrial com segurancga e eficacia.

As flores e as folhas de Acacia podalyriifolia apresentaram significativa agao
antioxidante, correspondendo a uma importante fonte de substincias com esta
caracteristica. Para a atividade antioxidante, realizada pelas metodologias que
empregavam o radical livre 2,2-difenil, 1-picrilhidrazil (DPPH), formagdo do complexo
fosfomolibdénio e o teste TBARS, destaque especial também apresentou a fracao

acetato de etila, inclusive superando o padrao empregado nestes testes, ainda que os
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resultados fossem diferentes conforme a técnica utilizada. Em geral, os extratos e
fracbes obtidas das folhas apresentaram maior agao antioxidante do que as flores, pela
provavel presenca de outros compostos fendlicos e flavonoides nestes materiais. As
substancias isoladas  5-B-D-glicosil-naringenina,  naringenina e 16, 18
tritriacontanodiona (respectivamente, em ordem decrescente de atividade), que se
apresentaram pouco ativas nos testes com o complexo fosfomolibdénio e com o radical
DPPH, demonstraram maior agao antioxidante pelo teste TBARS, inclusive superando
os padroes utilizados. Isto pode ser devido aos diferentes mecanismos de reacgdes
envolvidos nestes ensaios.

Das amostras submetidas aos ensaios com a Artemia salina, a fracéo
diclorometano das flores (DL50=8,43 + 1,29 pg/mL) foi a mais citotdxica, superando o
controle positivo (dicromato de potassio, DLsy = 501,83 + 7,60 ug/mL). As fragdes
acetato de etila obtidas das flores e das folhas e a hexanica das flores demonstraram
toxicidade geral ndo muito diferente da apresentada pelo controle positivo. No entanto,
as substancias majoritarias isoladas destas fragdes (5-B-D-glicosil naringenina,
naringenina e 16, 18 tritriacontanodiona, ndo se apresentaram ativas (DLsy, maior do
que 1000 pg/mL). Sendo assim, os extratos e fragcbes com resultados positivos para a
toxicidade geral, principalmente a fragdo diclorometano das flores, poderiam ser
utilizados em pesquisas futuras de citotoxicidade, enquanto que aqueles materiais que
nao se demonstraram ativos nestes ensaios poderiam ser submetidos a outros testes
de toxicidade para confirmar a auséncia de efeitos toxicos nestas dosagens, para
permitir o seu uso futuro de maneira segura.

Sobre o potencial alelopatico observado sobre as sementes de Lactuca sativa,
variedade Baba, perante as amostras obtidas das flores e das folhas, embora nao
tenham afetado a germinagao desta plantula, ocasionaram significativas influéncias no
seu crescimento, quando comparadas ao controle. Os efeitos alelopaticos
demonstrados no crescimento de L. sativa foram significativamente superiores com as
fracbes obtidas das flores do que quando obtida das folhas. Destacam-se as fragdes
diclorometano e acetato de etila obtidas das flores, que demonstraram intensa inibigcao
do crescimento radicular e estimulo caulicular, inviabilizando o crescimento da plantula
ao gerar exemplares anémalos pelas discrepancias verificadas no crescimento

radicular e caulicular. As substancias isoladas naringenina, 5-B-D-glicosil naringenina e
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16, 18 tritriacontanodiona apresentaram efeitos significativos no crescimento da
plantula, contribuindo na atividade alelopatica verificada com as suas fragbes de
origem. Estes resultados permitem a utilizacdo destes produtos em outros ensaios
sobre a inibigdo ou o estimulo do crescimento vegetal, avaliando o seu impacto sobre
outras espécies vegetais, para que possa ser empregado como uma alternativa ao uso
de agrotoxicos, principalmente para o cultivo de plantas medicinais.

Considerando os resultados obtidos, pode-se afirmar que os objetivos propostos
para este trabalho foram atingidos. Destacam-se ainda, os resultados promissores
obtidos nas avaliagbes bioldgicas aqui analisadas, aliados a consideravel quantidade
das substancias isoladas, tanto nas flores quanto nas folhas desta planta e a auséncia
de toxicidade geral destas, verificada neste teste preliminar, justificam a realizagao de
outros ensaios futuros com estas amostras, evidenciando as multiplas possibilidades
de aplicagédo, sendo a Acacia podalyriifolia considerada uma importante fonte destas

substancias.
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Antioxidant and antibacterial activity of extracts, fractions and isolated substances from the

flowers of Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don
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Marilis Dallarmi Miguel', Obdulio Gomes Miguel*

ABSTRACT: The extracts and fractions from the flowers of A. podalyriifolia were analyzed
previously for antibacterial activity using the diffusion in disk and antioxidant properties were
evaluated by determining radical scavenging power (DPPH test) and total phenol content measured
(the Folin method). The present study describes the in vitro antibacterial (determining the minimum
inhibitory concentration) and antioxidant activities (by thiobarbituric acid reactive species —
TBARS method) for the ethanol extract, dichloromethane and ethyl acetate fractions and two
flavanones (naringenine and 5-B-D-glycosyl-naringenine) isolated from the flowers of Acacia
podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don. The flavanones naringenine and 5-p-D-glycosyl-naringenine
still had not been obtained from this species. The most effective antibacterial activity were observed
in the ethyl acetate fraction (MIC=0.25 mg mL™ against Staphylococcus aureus ATCC 6538 and
Staphylococcus epidermidis ATCC 12229, MIC=0.5 mg mL™" against Streptococcus pyogenes
ATCC 19615, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 and Proteus mirabilis ATCC 43071). The
evaluated samples showed antioxidant activity by TBARS test, especially for ethanol extract (1000
ppm), which was the most active (29.43% + 0.65) followed by ethyl acetate fraction (1000 ppm,
24.84% + 1,28) , demonstrating both activity higher than the presented by the ascorbic acid (1000
ppm, 21.73% + 1.77), although lower than the BHT (1000 ppm 35.15% + 3.42), both reference
compounds. Naringenine and 5-B-D-glycosyl-naringenine have demonstrated antioxidant action,
but only naringenine has inhibited the growth of gram-positive and gram-negative bacteria.

Keywords: Acacia podalyriifolia, flavanones, 5-B-D-glycosyl-naringenine, naringenine,
antioxidant, antibacterial.
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INTRODUCTION

Acacia podalyriifolia A. Cunn. Ex G. Don, Leguminosae-Mimosoideae, is an exotic plant,
cultivated in the south of Brazil as an ornamental tree (Burkart, 1979). Several species in the gender
Acacia present important medicinal applications (Hagos, Samuelsson, 1988; Chhabra et al., 1990;
Nabi et al., 1992; Sekine et al., 1997; Kambizi, Afolayan, 2001; Saleem et al., 2001; Andrade et al.,
2003; Meera et al. 2005; Wu et al., 2005) and they possess phenolic compounds, for which
countless biological activities are described (Kerber, Silva, 1993; Andrade et al., 2003; Meera et al.,
2005). However, until now studies of A.podalyriifolia are scarce (White, 1943; Ballandrin et al.,
1978; Anderson, Bell, 1976; Churms et al.,1970; Andrade et al., 2003; Andrade et al., 2005;
Andrade et al., 2007), motivating research with this species.

The extracts and fractions from A. podalyriifolia were analyzed previously for antibacterial
and antioxidant actions and have demonstrated activities. For the evaluation of the antibacterial
action, a selection was made against two gram-positive and two gram-negative bacteria, using the
diffusion in disk (Andrade et al., 2005). The antioxidant action was verified with the radical free
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Andrade et al., 2007).

Previous results in this study have shown that determination of the minimum inhibitory
concentration (MIC), adapted from Brasileiro et al. (2006) with modifications, allows estimation of
the antibacterial activity quantitatively. For this test, several sequential dilutions of the samples with
antibacterial activity were incorporated into the medium, added to the bacterium and incubated for
24 hours. MIC is the smallest concentration of antibacterial agent that is capable of inhibiting the
growth of the microrganism in vitro (Brasileiro et al., 2006).

Lipid peroxidation, which occurs by increased oxidative stress caused by reactive oxygen
species (ROS), is a known mechanism of cellular damage that contributes to aging and many

pathological processes such as chronic inflammation, respiratory disorders, neurodegenerative
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diseases, diabetes mellitus , atherosclerosis, autoimmune diseases of the endocrine glands and
carcinogenesis (Dawn-Linsley et al., 2005; Chanwitheesuk et al., 2005; Andrade et al., 2007).
Antioxidants are substances that can significantly delay or prevent the oxidation of
substrates as well as prevent or repair damage caused to cells by reactive oxygen species
(Chanwitheesuk et al., 2005).
TBARS assays measure the end-point oxidative damage, being useful to evaluate the effects
of induced oxidative stress and protection from lipid peroxidation by antioxidants which may be

present in the analyzed material (Dawn-Linsley et al., 2005).

MATERIAL AND METHODS

Flowers of A. podalyriifolia were collected in Curitiba — Brazil, from June to September,
2007. The material was identified for the botanist Gert Hatschbach of the Municipal Botanical
Museum of Curitiba and the exsiccate deposited under the number 268.219.

After drying in he shade, 300 g of flowers of A. podalyriifolia were submitted to ethanol
extraction, following by partition liquid-liquid with hexane, dichloromethane and ethyl acetate,
using Soxhlet, as per methodology described in previous works (Andrade et al. 2005, Andrade et al.
2007, Carvalho et al. 2009). After the evaporation of the solvents under reduced pressure and
temperature of 40° C, 0.7 g of dichloromethane fraction and 6.3 g of ethyl acetate fraction were
obtained.

The dichloromethane fraction (0.5 g) was submitted to chromatography in a column of
silicagel 60 (0.063 to 0.200 mm) Merck® with a mixture of solvents, beginning with hexane,
followed by gradually increases polarity (hexane:ethyl acetate and ethyl acetate:methanol). The

crystallization obtained among the sub-fractions 19 to 57 (142.2 mg) and subsequent analysis for
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thin-layer chromatography (Aluminum Sheet F254 - Merck®) with mobile phase chloroform:methanol
(90:10), has demonstrated a mixture of compounds, that were gathered and submitted to
chromatographic separation in a column of silicagel 60 (0.063 to 0.200 mm) Merck® with the same
sequence of previous solvents. Crystals in yellow needles (15.2 mg), were obtained corresponding
to the group of sub-fractions 2 to 4, designated as substance 1.

Also the ethyl acetate fraction (5 g) was submitted to the chromatographic
separation in a column of silicagel 60 (0.063 to 0.200 mm) Merck® with a mixture of
solvents, beginning with ethyl acetate 100%, followed by gradually increasing polarity
(ethyl acetate:formic acid and ethyl acetate:methanol:water:formic acid), yieldind crystals
in white needles (482 mg), corresponding to the group of sub-fractions 20-33, designated
as substance 2.

Substances 1 and 2 were exposed to ultraviolet (200-400 nm) using the reagents diagnoses,
according to Mabry et al. (1970), *H RMN (300 MHz CD CDCls), *C NMR (300 MHz CDCls) and
Infrared (400-4000 cm™). Substance 2 hydrolized with trifluoroacetic acid 4N (TFA), following thin-
layer chromatography (Aluminum Sheet F254 - Merck®) with mobile phase isopropanol:ethyl acetate:
nitroethane:water (30:5:5:5), and the monossacarides standards (glucose, galactose, rhamnose,
mannose, xylose) and naringenine, using orcinol 1% in methanol:H,SO, (90:10), with heating, as
discloser. For substance 1, thin-layer chromatography has made with authentic sample of naringenine

and chloroform: methanol (90:10) as mobile phase.

Naringenine (1): crystals in yellow needles, 3.04% of production in relation to the dichloromethane
fraction (0.0071% in relation to the initial material); P.F. 250-252 °C, HRMS (CIMS) m/z: 294.5 [M
+ Na]" (272.068 made calculations for Ci5H1,0s); IR (KBr) 3035-3280 (O-H), 2831-2976 (C-H),

1639 (C=0), 1602 (C=C), 1313-1520 (C-OH), UV Amax (MeOH) 288 (3.92), 320 (sh) (3.58),
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(NaOMe) 244 (4.00), 322 (4.18), (NaOAc) 251 (3.43), 320 (4.05), (NaOAC/H3BO3) 291 (4.06),
320 (3.27), (AICI3) 310 (4.04), 363 (3.20), (AICI3 / HCI) 311 (4.11), 371 (3.41) nm (log ); ‘H

NMR (300 MHz CD30D) 6 2.99 (1H, dd, J 1.8, 9.6 Hz, H-3a), 3.03 (1 H, dd, J 9.6, 12.6 Hz, H-
3p), 5.24 (1H, dd, J 1.8, 9.6 Hz, H-2a), 5.81 (2H, s, H-6, 8), 6.74 (2H, d, J 6.5 Hz, H-3", 5°), 7.23
(2H, d, J 6.5 Hz, H-2’, 6°); *C NMR (100 MHz CD30D) & 44.05(C-3), 80.50 (C-2), 96.21 (C-6),
97.09 (C-8), 103.37 (C-10), 116.36 (C-3’, C-5°), 129.07 (C-2’, C-6), 131.10 (C-1°), 159.02 (C-4’),

165.47 (C-5), 168.39 (C-7), 164.90 (C-9), 197.81 (C-4).

5--D-glycosyl-naringenine (2): crystals in white needles, 9.64% of production in relation to the
ethyl acetate fraction (0.2% in relation to the initial; P.F 172-173 °C; [0]*%p - 121° (c 1.3, MeOH);
HRMS (CIMS) m/z: 457.1187 [M.+ Na]" (434.1213 made calculation for CH,01¢); IR (KBr)
3362(0-H), 2891-2978 (C-H), 1685 (C=0), 1585-1646 (C=C), 1458-1531 (C-OH), UV Amax
(MeOH): 283 (4,11), 320 (sh) (3.78), (NaOMe): 249 (4.02), 325 (4.31); (NaOAc): 252 (4.02), 325
(4.31); (NaOAC/HsBO3): 283 (4.15), 321 (sh) (3.88); (AICIs): 226 (4.36), 283 (4.15), 320 (sh)
(3.83); (AICIg/HCI): 226 (4.34), 283 (4.11), 320 (sh) (3.81); nm (log €); *H NMR (300 MHz
CD30D) ¢ 2.56 (1H, dd, J 2.7, 17.10 Hz, H-3a), 2.99 (1 H, dd, J 12.9, 17.10 Hz, H-3p), 3.47 a 3.53
(4H of the glucose, m, H-2"*, 3>, 4°/5°*),3.71 (1H, d, J 7.2 Hz, H-6""«a), 3.73 (1H, d, J 7.2 Hz, H-
6°°B), 4.67 (1H, d, J 7.5 Hz, H-1""), 5.33 (1H, dd, J 2.7, 12.9 Hz, H-2a), 6.06 (1H, d, J 2.1 Hz, H-
6), 6.37 (1H, d, J 2.1 Hz, H-8), 6.75 (2H, dd, J 2.7, 8.4 Hz, H-3", 5°), 7.26 (2H, dd, J 6.0, 8.7 Hz, H-
2°, 6°); **C NMR (300 MHz CD3OD) § 44.51(C-3), 60.69 (C-6""), 69.61 (C-4°"), 73.47 (C-2""),
75.57 (C-5°"), 77.57 (C-3>"), 78.16 (C-2), 97.78 (C-8), 98.96 (C-6), 103.49 (C-17), 105.38 (C-10),
115.15 (C-3°, C-5”), 128.33 (C-2°, C-6"), 128.98 (C-1°), 157.69 (C-4"), 160.74 (C-5), 164.24 (C-7),

165.14 (C-9), 190.10 (C-4).
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Antioxidant Activity: The samples obtained from the flowers of Acacia podalyriifolia (ethanol
extract, the dichloromethane and ethyl acetate fractions and the isolated substances naringenine and
5-B-D-glycosyl-naringenine) were submitted to the antioxidant test thiobarbituric acid reactive
species, using concentrations of 100, 500 and 1000 ppm (parts per million), according to Morais et
al. (2006) with modifications. Ascorbic acid and BHT (butylated hydroxy toluene) were used as

reference compounds. The whole procedure was performed in triplicate.

In test tubes were added 0.5 mL of egg yolk solution (10% wi/v), 0.1 mL of each sample or
reference compound ant the volume was completed to 1 mL with distilled water. It was then added
to each one of the test tube 0.05 mL of solution of 2,2”-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride -
AAPH (0.07 mol/L), 1.5 mL of acetic acid 20% (pH 3.5) and 1.5 mL of thiobarbituric acid — TBA
(0.8% wi/v) in solution of sodium dodecil sulfate - SDS (1.1% w/v). The material thus prepared was
subjected to water bath (95 C) for 1 hour, stirring. After cooling, were added to each tube 5 mL of
n-butanol, centrifuged for 10 minutes at 3000 rpm and the supernatants measured by
spectrophotometer (Shimadzu) at 532 nm. The same process was carried out with control tubes in

which were added to all reagents except the samples.

The antioxidant activity was determined by Antioxidant Index (Al) obtained as a percentage,
according to the equation: Al (%) =1 - (A/C) X 100, where A is the absorbance of the sample and
C is the absorbance of control fully oxidized. Results are expressed as mean and standard deviation.
The statistical examination of the data was performed using the R Project for Statistical Computing
(Gnu Operating System, 2010). Mean values were compared by using analysis of the variance

(ANOVA) test and differences between means were detected by using Tukey test (p < 0.05).

Antibacterial Activity: The antibacterial action was made by the determination of the minimum

inhibitory concentration (MIC), according to Brasileiro et al. (2006) with modifications. The gram -
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positive strains used were Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12229) and Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) and strains gram-negative used were
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Proteus mirabilis (ATCC
43071), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27857) and Salmonella typhimurium (ATCC 14028), all
acquired by Newprov® in liofilized disk. The bacterial suspensions were adjusted, using a sterile
solution of sodium chloride 0.9%, to conform to the turbidity standard 0.5 of the Mac Farland scale
(10® CFC mL™), according to National Committee For Clinical Laboratory Standards (1997). A 0.1
mL aliquot of bacterial suspension containing 102 CFC mL™ was mixed with 100 mL of sterilized
solution of Tween 80 (2%) and this misture was than used in the assay. A sequential dilution of the
samples was used (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 and 0.075 mg mL™) and added in test tubes containing 1
mL of the TSB (Triptic Soybean Broth). After that, 1 mL of bacterial suspension, which was, in
turn, previously adjusted, was than applied to each tube. The tube negative control contained only
the microorganisms without the samples, while the positive control contained the microorganisms
and chloramphenicol (2 mg mL™). All the process was repeated twice. The material was incubated
to 37°C for 24 hours. The minimum inhibitory concentration was defined as the smallest
concentration where no microbial development occurs, verified by absence of turbidity in the tube

with the sample.

RESULTS AND DISCUSSION

With the dichloromethane fraction submitted to the silicagel column chromatography 15.2
mg of crystals were obtained in the form of needles that show yellow coloration (substance 1),
while the ethyl acetate fraction produced 482 mg of crystals in form of needles of white coloration

(substance 2).
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The structures of the isolated substances were determined using classic spectroscopic
methods (UV, 1:00 RMN, *C RMN, IR and mass spectrometric), analytical thin-layer
chromatography with standards and comparisons to the literature (Mabry et al., 1970; Agrawal, 1992;
Kerber, Silva, 1993; Saito et al., 1994; Ogundaini et al., 1996; Zapesochnaya et al., 2002;
Morimura et al., 2006), which identified substance 1 as naringenine and substance 2 as 5-B-D-

glycosyl-naringenine (Figure 1).

HO\*/\l/Wi
6! \s: g
OH O

FIGURE 1 - Chemical structure of naringenine (I) and 5-3-D-glycosyl-naringenine (I1)

These compounds had not previously been isolated from Acacia podalyriifolia, but its

presence had already been noted in the flowers of Acacia longifolia (KERBER, SILVA, 1993).

The evaluated samples obtained from the flowers of A. podalyriifolia showed antioxidant
activity by TBARS test, especially for ethanol extract (1000 ppm), which was the most active,
followed by ethyl acetate fraction (1000 ppm), demonstrating both activity higher than the
presented by reference compounds, the ascorbic acid (1000 ppm), although lower than the BHT
(1000 ppm). Both isolated substances also showed activity, albeit less intense than those reported by

their original fractions (Table I).
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Table I - Antioxidant Index (%), obtained by TBARS test, of reference compounds and extracts,

fractions and isolated substances from the flowers of Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don

Concentration 1000 ppm 500 ppm 100 ppm

sample Al SD Al  SD Al SD

BHT 35,15 3,42 ac 20,25 1,07 bc 10,73 0,59 cab
Ascorbic acid 21,73 1,77 af 14,87 1,44 hd 3,67 0,70 cdef
Ethanol extract 29,43 0,65 acde 18,05 2,01 bcd 13,07 1,91 ca

Ethyl acetate fraction 24,84 1,28 aef 16,45 1,73 bcd 598 1,38 ccde
Dichloromethane fraction 19,75 2,31 afg 7,60 1,42 Dbf 4,55 1,60 ccde
Naringenine 14,60 2,42 ag 8,60 1,31 bef 0,00 0,00 cf
5-B-D-glycosyl naringenine 27,74 2,50 ade 14,19 2,02 bd 163 1,55 cef

NOTE: Al = antioxidant index (%), data present mean of three experiments with medium values; SD =

standard deviation. Differences between means indicated by the same letters are not statistically significant
(Tukey test, p < 0.05).

For the antibacterial activity, absence of turbidity in the test tubes containing TSB, sample

and appraised bacterium, indicates that the sample material, in the given concentration, show an

inhibitory effect for the growth of strains. As demonstrated in Table 11, the ethanolic extract and the
dichloromethane fraction became only slightly active, demonstrating inhibition to the strains of
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis with MIC of 1 mg mL™. The ethyl acetate
fraction inhibited the growth of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis with MIC
of 0.25 mg mL?, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis with MIC
of 0.5 mg mL™. For isolated substances, there was inhibitory effect only with naringenine (MIC of

2 mg mL™?) to Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae and



Proteus mirabilis.

concentrations.

5-B-D-glycosyl-naringenine caused no

inhibitory effect
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in the given

TABLE Il — Antibacterial activity, by determining of the MIC, of extracts, fractions and isolated

substances from the flowers of Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don

SAMPLES (|
Y MIC (mg mL-1)
S. aureus ‘ S. epidermidis | S. pyogenes ‘ E. coli ‘ K. pneumoniae | P. aeruginosa | P. mirabilis ‘ S. typhimurium

EE 1 1 >2 >2 >2 >2 >2 >2
DCMF 1 1 >2 >2 >2 >2 >2 >2

EAF 0.25 0.25 0.5 >2 0.5 >2 0.5 >2

NAR 2 2 >2 >2 2 >2 2 >2
NARGLY >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2

NOTE: N = absence of inhibition, EE = ethanolic extract, DCMF = dichloromethane fraction, EAF = ethyl

acetate fraction, NAR = naringenine and NARGLY = 5-B- D- glycosyl naringenine, MIC = the minimum

inhibitory concentration, the smallest concentration where no microbial development occurs, verified by

absence of turbidity in the tube with the sample.

The results obtained with these tests have demonstrated the ethyl acetate fraction is more

active. Although the flavanone 5-B-D-glycosyl-naringenine, was the substance isolated in greater

abundance from this fraction, has demonstrated antioxidant action, it didn't show any activity

against the tested bacteria. It is possible that the presence of flavonoids and phenolic compounds in

the ethyl acetate fraction, as demonstrated in the phytochemistry studies carried out by Andrade et



199

al. (2003) or a possible synergism among these, could be responsible for the biological effects
observed with these samples.

The amount of flavonoids 5-3-D-glycosyl-naringenine and naringenine in the flowers of A.
podalyriifolia (2000 pug g™ and 71 pg g™, respectively) is considerable. There are a great number of
studies that detail the pharmacological properties of these compounds. Among the several
applications of these flavanones are an antioxidant effect (Acker, 2000), hepatoprotector effect (Lee
et al., 2004; Salgado et al., 2007), anti-inflammatory (Bodet et al. 2008), antiviral (Paredes et al.
2003; Nahmias et al., 2008), antihypertensive (Saponara et al., 2006) and antimutagenic (Choi et
al., 1994; Renugadevi, Prabu, 2009). Such studies demonstrate the many potential applications of
these compounds, with A. podalyriifolia an important source of these substances.

Further investigation of the ethyl acetate fraction, extracted from the flowers from A.

podalyriifolia may yield further discoveries.
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Avaliaciio da atividade antibacteriana e triagem fitoquimica
das flores de Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don
Leguminosae-Mimosoideae
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RESUMO: A atividade antibacteriana das flores da Acacia podalyriifolia A. Cunn. (Leguminosae)
foi avaliada pelo método de difusdo em disco. As bactérias testadas foram: Staphyiococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 1228), Escherichia coli (ATCC 11229) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). O meio de cultura utilizado foi agar Miieller-Hinton.
Foram utilizados discos de papel (6 mm de didmetro) impregnados com 1000, 500, 250 e 125
ug dos extratos: Etanol Bruto, fragio Acetato de Etila e fragdo Diclorometano obtidas a partir do
extrato etanélico bruto. Os resultados indicam que as amostras avaliadas exercem agdo contra as
cepas gram positivo testadas, em graus varidveis sendo que a fragdo Acetato de Etila apresentou
maior atividade. A triagem fitoquimica indicou a presenga de fendis ¢ flavonoides nas flores de 4.
podalyriifolia.

Unitermos: Acacia podalyriifolia, atividade antibacteriana.

ABSTRACT: “Evaluation of the antibacterial activity and phytochemical screening of
the flowers of Acacia podalyriifolia A. Cunn. ¢x G. Don Leguminosae-Mimosoideae™. The
antibacterial activity of the flowers of Acacia podalyriifolia A. Cunn. (Leguminosae) was evaluated
through the gel diffusion method. The bacteria tested were: Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 1228), Escherichia coli (ATCC 11229) and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). The culture media was agar Miieller-Hinton. Paper discs (6 mm in
diameter) with 1000, 500, 250 ¢ 125 g of the tested extracts (crude ethanolic and its fractions; Ethyl
Acetate and Dichloromethane) were used. The results indicated action against the gram-positive
tested strains in different levels. The Ethyl Acetate extract showed a higher activity. Phenols and
flavonoids were detected in the flowers of 4. podalyriifolia through phytochemical screening.

Keywords: Acacia podalyriifolia, antibacterial activity.

INTRODUCAO 1228), Escherichia coli (ATCC 11229) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853).

Também conhecida como Acacia-mimosa,

Acacia podalyriifolia A. Cunn. (Leguminosae) ¢ uma
planta exética, origindria da Austrdlia, vastamente
difundida no sul do Brasil pelo cultivo como planta
omamental (Burkart, 1979). Apresenta-se como arvore
pequena, atingindo no maximo 5 metros de altura.
Tradicionalmente sdo empregadas diferentes
espécies de Acacia no tratamento das mais diversas
patologias (Andrade et al., 2003). Dentre as atividades
encontradas no género, tem havido varios relatos sobre
atividade antibacteriana porem nenhuma cita¢do para
a espécie em estudo. Desta forma, o presente trabalho
objetivou verificar o efeito dos extratos das flores desta
planta sobre o crescimento de Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC

* E-mail: kerber@ufprbr, Tel. + 55-41-3604107

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Flores da A. podalyriifolia A. Cunn. foram
coletadas em Curitiba, entre os meses de Junho e Agosto
de 2002. O material foi identificado pelo botanico Gert
Hatschbach do Museu Botanico Municipal de Curitiba
e uma amostra foi herbarizada no mesmo local sob o
nimero 268.219.

Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada no extrato
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Tabela 1. Inibi¢do do crescimento bacteriano com extrato etandlico bruto (EEB), fragdo diclorometano de EEB
(FDCM) e a fragdo acetato de etila de EEB (FAE) de A. podalyriifolia

Zona de inibig@o de crescimento (mm de diametro)

Extrato/Fragio Dose (pg/disco) S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
1000 9 21 - -
- 500 - 15 - -
EEB 250 B - B B
125 — - - -
1000 - 10 ~ -
. 500 - - - -
FDCM 250 B - B B
125 - - — -
1000 13 24 - -
sovie 500 11 20 - -
RAE 250 £ 16 = -
125 — 7 ~ -

etandlicobruto e nas fragdes obtidas porparti¢do, conforme
descrito no item “Preparo dos Extratos Vegetais”.
Os reativos utilizados foram descritos por Moreira
(1979). Os grupos quimicos testados foram: antocianos,
saponinas, leucoantocianos, fendis, flavonoides, taninos,
antraquinonas, cumarinas, alcaldides e triterpenos/
esteroides.

Preparo dos extratos vegetais

Flores secas (150 g) de A. podalvriifolia foram
extraidas com etanol em ebuli¢do sob refluxo (5 vezes
de 20 min. cada). O material foi filtrado e o filtrado foi
concentrado emevaporador rotatério sob pressaoreduzida,
atemperatura de até 50 °C, até um volume final de 100 mL
o qual foi mantido em geladeira por 15 h (durante anoite)
e entdo centrifugado. O residuo foi desprezado, obtendo-
se o Extrato Etandlico Bruto (EEB). A 50 mL de EEB
foram adicionados 100 ml de dgua destilada. O extrato
hidroalcoolico resultante (150 mL) foi desengordurado
por particio com n-hexano em funil de separagdo até a
fase hexanica apresentar-se incolor. A fase hidroalcodlica
resultante do processo anterior foi, entdo, particionada
com diclorometano em funil de separa¢do até que a fase
diclorometano se apresentasse incolor, resultando na
Fracdo DiCloroMetano (FDCM). Em seguida procedeu-
se o particionamento da fase hidroalcodlica remanescente
com acetato de etila em funil de separagio, até que a fase
acetato de etila se apresentasse incolor, resultando na
Fragdo Acetato de Etila (FAE) (Kerber; Silva, 1993).

Avaliaciio da Atividade Antibacteriana

Para a avaliacio da atividade antibacteriana
dos extratos e fragdes das flores de A. podalyriifolia foi
utilizado o método da difusdo em gel (Smaniaet al., 1995;
Ulubelen et al., 2000).

O Extrato etandlico bruto (EEB), a fragdo

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Phamacogn,
15(1);jan/mar. 2005

diclorometano (FDCM) e a fra¢do acetato de etila (FAE)
foram esterilizados por filtragdo através de membranas
(Millex ®), com poro de 0,22 um e adicionados em
discos de papel filtro de 6 mm de diametro estéreis, nas
concentrag¢des de 1000, 500, 250 e 125 pg/ disco.

A atividade inibitoria do crescimento de
Staphvlococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 1228), Escherichia coli (ATCC
11229) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
foi verificada pela formagdo de halo de inibicdo do
crescimento ao redor dos discos.

Foram utilizados, um disco de cloranfenicol
(30 pg) como controle positivo de inibicdo e discos
impregnados com os solventes, como controle de
inibigdo dos solventes. Todos os testes foram realizados
em triplicata e a incubagdo foi de 24 h a 35 °C.

RESULTADOS

A triagem fitoquimica do extrato etan6lico bruto
(EEB) das flores de 4. podalyriifolia e de suas fragdes
diclorometano (FDCM) e Acetato de Etila (FAE) indicou
a presenca de fendis e flavondides em todo o material
testado. Os dados relativos a formagao de halo de inibi¢do
de crescimento das cepas testadas frente as diferentes
concentra¢des dos extrativos vegetais utilizados estdo
descritos na tabela 1.

DISCUSSAO

Na avaliagio da atividade antibacteriana do
extrato etan6lico bruto das flores de A. podalyriifolia
e de suas fragdes ficou demonstrado o potencial
antibacteriano dos mesmos sobre as cepas gram
positivo (S. aureus e S. epidermidis). O mesmo ndo foi
evidenciado com as cepas gram negativo (P. aeruginosa
e E. coli). Compostos flavonoidicos foram relacionados
4 atividade antibacteriana de Ocimum basilicum (Anton,
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1988) e de Psidium guajava (Grovesnor: Supriono; Gray,
1995). Como foi verificada a presenca de compostos
flavonoidicos nos extratos testados os mesmos podem
também estar envolvidos na atividade encontrada.
Embora, dentre as cepas testadas, a maior atividade foi
verificada contra S. epidermides, bactéria ndo nociva,
ao homem, também foi verificada atividade contra §.
aureus, em menor intensidade. Este resultado indica a
necessidade de estudos futuros com um maior nimero de
cepas bacterianas e também com uma variedade maior
de bactérias. O fato de ter sido verificado atividade com
apenas 125 pg/disco para uma fragdo de extrato onde
existe uma grande quantidade de substincias, corrobora
o forte potencial antibacteriano uma vez que o antibiotico
de referéncia (cloranfenicol) ¢ usado de forma pura na
concentra¢do de 30 pg/disco.
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RI-'.Sl'\IO Espécmde kams&omdmomhnmemhzxdaspmomm&&\mas
prnacos tem relac do o genero 4cacia como fonte de compostos
Mmqmmgmmcué\m Este tabalho destacs a atrvadade
annoxsdante de dcacia podalyrijfolia. Esta planta ¢ ongindna da Austraha ¢ amplaments cultivada
no Sul do Brasil como omamental O matenal vegetal (flores) for seco a sombra. submetido a
extragio com etanol. segudo de parhigio com hexano, diclorometano e acetato de etla. A tnagem
ﬁmmmcamahu&mmocmﬂxomemsmsmmwumdc
Sk e favondedes. A & magdo do udo fendhico for reahizada com o
mu\odedem\mﬁmdoma&ldommdeehh(FAE)lqmmlm
concentragho (338.5 mg de dcado gilico/'g de FAE). Na avaliagio da atrvidade captadora de radical,
empregando o radical livre DPPH. a fragio acetato de etila demonstrou atvidade antoxidante mans
elevada (IC,, =322 pg/ml de FAE).

Unitermos: Acacia padahrijfolia, antoxadants, compostos fenolicos

ABSTRACT: “Determination of the phenolic content and evaluation of the antioxidant
activity of Acacia podalyriifolic A. Cunn, ex G. Don, Leguminosae mimosaideae”. dcacio
species are usually used as weatment for several diseases. Chemotaxononuc studies have related
the Acacia genws as a source of phenolic compounds, which present several biologscal propertes.
This work emph the dant activity of Acacia podahmifolia. Thas plant 15 patuml from
Australia and vasily cultivated m the South of Branl as omamental feature The plant material
(flowers) was shadow-dned and suboutted to the extraction with ethanol. followad by partition with
hexane, dichloromethane and ethyl acetate. The phytochenucal screemung performed i the ethanol
crude extract and m s Factions showed the pe e of plenohe compounds and favoncads.
Dc!ummmddxphmdxmmwwspcrfomcdmmmefolmﬁocahuumgﬂn It was
found out that the ethyl acetate fraction (FAE) was the one that displayed the biggest concentration
(3385 mg of gallic acid/'g of FAE) In the evahmtion of the radical scavengmg activity, uang the
free radscal DPPH. the ethy] acetate fraction showed the haghest antsoxadant activary (IC,, =3.22
pg'ml from FAE)

Keywords: Acocia podalynifolia. antoxidant, phenolsc componnds.

Clidndia Alexandra de Andrade’, Camila Klocker Costa’, Karina Bora', Marilis Dallarmi

INTRODUCAO

O oxigémo molecular e seus radicass sio 0s
reagentes mais unportantes na bioquimica dos radicais
livres nas células aerdbicas. O termo “espécies reativas
de oxigénio” (ERO) mclm os radicars livres contendo
oxigénio, como o dmon superdxido (O-). o radical
droxila (HO'), o radical peroxila (ROO') e espécies
nio radicalares como o peréxido de hudrogémo (H0)
e o oxigémo smglete (*0.), os quais sdo frequentemente
gerados como subprodutos de reagbes biologicas ou

* E-mot]: karder(@ufprdy, Tal =55-4]1-33604066

por fatores exogenos (Gyamfi et al . 1999: Gulcmn ef al.
2003)

Estas espécies reativas de oxigémo podem
causar um grande minero de desordens celulares ao
reagir com lhipideos, proteinas, carbodratos e dcados
nuclétcos, Estas espécies estio envolvidas tanto no
processo de envelhecimento, como também em muutas
complicagdes biologicas, mclundo inflamacho crénica,
problemas respiratonos, doengas neurodegenerativas,
Diabetes mellirus, aterosclerose, doengas auto-imunes
das glindulas endocnnas, carcmogénese e mutagénese
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(Gyamfi et al.. 1999, Al-Mamary et al. 2002, Gilemn ot
al. 2003; Chanwitheesuk et al | 2005)

Antioxidantes siio substancias que retardam ou
previmem significativamente a oxadagio de hipidios ou
outras moléculas ao mibirem a miciagio ou a propagacio
da reacio de oxidacdo em cadesa (Al-Mamary et al,
2002; Moretra et al | 2002; Chanwitheesuk et al | 2005,
Wu et al., 2005; Lima et al., 2006), além de prevenmrem
ou repararem danos ocassonados as células pelas espécies
reativas de oxigénio (Chanwitheesuk et al . 2005).

As substancias com miicleo fendhco. como
tocoferol. flavondndes e acidos fenolicos, apresentam
destaque especial como antioxidantes, por atuarem como
eficientes captadores de espécies reativas de oxigénio
(EROs), além de reduarem e quelarem ions fémeo que
catalisam a peroxidacio hpidica (Al-Mamary etal , 2002,
Nahar, Sarker, 2005, Delazar et al | 2006)

Estudos quumiotaxonomucos relacionam o
género Acacia como reconhecids fonte de substancias
fendhicas (Kerber; Silva, 1993, Andrade et al, 2003,
Pansera et al., 2003), os quais apresentam wma grande
vanedade de agdes biologicas (Duroux et al . 1998 Peitz
etal., 2003), dentre elas a atividade antioxadante.

Estudos etnobotimicos revelaram que diferentes
espécies de Acacio tém sido empregadas no tratamento
das mas diversas patologias (Hagos. Samuelsson, 1983,
Chhabra etal, 1990, Nabaetal 1992, Sekme ot al | 1997,
Kambezi; Afolayan, 2001; Wu et al | 2005).

Acdo antioxadante for observada em diferentes
espécies do gémero dcacia. Extratos de 4. carechu
(Park; Boo. 1991; Naik et al | 2003), A. confusa (Chang
et al. 2001, Wu ot al . 2005); 4. nilotica (Saleem ot al
2001) e A. pennata (Thalang et al . 2001) apresentavam
efeitos mtioxadantes devido a presenga de substincias
pohfendhicas, como flavonddes ¢ tamnos. Mel obtido
de A. ehrenbergina (Al-Mamary et al | 2002) e de outras
espécies de Acacia (Meda et al, 2005), apresentou
elevado potencial antoxidante & teor de compostos
fendhicos. Extratos e compostos flavonoidicos obtidos de
A. mangium € A. auriculiformis também demonstraram
wtensa atividade captadora de radicass livres (Mihara et
al, 2005)

Também conhecyds como Acacia-munosa,
Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, Legummnosae-
Mimosoideae, ¢ uma planta exdtica, ongmdrm da
Austrdlin, amplamente difundida no sul do Brasil pelo
cultivo como arvore ormamental (Burkart, 1979, Duarte,
Wolf, 2005)

Os trabalhos fitoquinncos descritos para dcacia
podalyriifolia foram realizados com as folhas, goma e
flores desta espécie. Alcalardes foram obtidos por White
(1943) e por Ballandnn et al. (1978) a partir do extrato
etandlico das folhas Polissacarideos da goma foram
anzhsados por Anderson & Bell (1976) & por Churms
et al (1977). Substincias fenolicas Havonoidicas foram
obtidas do fracionamento do extrato etanchico das flores
por Andrade et al (2005).
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O mteresse no potencial antioxidante de Acacia
podahrifolia for reforcado pela presenca de substincias
fendlicas flavonoidicas nas suas flores e por nio haver
relato na literatura destes estudos para esta espécie
(Andrade et al , 2005),

As metodologias mais comuns para se
determunar a atnidade antioxadante de modo pritico,
ripido e sensivel séo as que envolvem um radical
cromoforo, sumulando as espécies reativas de oxigénio
(EROs), sendo o radical lvre DPPH (1 1-difenl-2-
picrillndrazma) um dos mais uhilizados (Amao et al,
2000). O radical livre DPPH ¢ um cromoéforo muto
estivel, com um pico de absorgdio no compnmento
de onda de 517 nm. em meto etanolico, apresentando
solugiio de coloragio violeta mtensa (Blois. 1958, Amao
etal , 2000). A medida que o DPPH sofre redugio pelos
componentes presentes na solugdo teste, observa.se
mudanca da coloracio da solucdo ongmal de wioleta
mtensa para amarela, proporcional a concentragdo da
substincia com potencial antioxxdante presente, em
conformudade com as leis de Lambert e Beer, podendo ser
medida espectrometricamente a 517 nm (Blois. 1958).

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Flores de A. podalyriifoiia foram coletadas em
Cuntiba, entre os meses de junho a setembro de 2004. O
matenal fo1 identificado pelo botinico Gert Hatschbach
do Museu Botamco Muniepal de Cunitiba e sua exsicata
encontra-se depositada no mesmo local sob o numero
268.219.

Preparo dos extratos vegetais

Apds secagem @ sombra, flores de A,
podalyriifolia foram submetidas 4 extragho com etagol,
seguida de paticio liqudo-ligmdo com hexano,
diclorometano e acetato de etila, segundo metodologia
descrita por Kerber & Silva (1993) e Andrade et al
(2005), obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB), as
fragdes diclorometano (FDCM) e acetato de etila (FAE).
Aliquotas de EEB. FDCM e FAE foram conduzidas #
secura, em evaporador rotatério sob pressio reduzida
e entiio dissolvidas em etanol. para serem unlizadas na
deternmnagdo do contetdo de compostos fendlicos e nos
testes de anvidade antioxadante.

Determinacio do conteudo de compostos fendlicos

O contetido de compostos fenclicos no extrato
etanolico bruto (EEB) e nas fragdes diclorometano
(FDCM) e acetato de otila (FAE) fo1 realizado baseade no
meétode colonmeétneo de Folin-Ciocalteau (Kujala et al |
2000, Wu et al., 2005, Meda et al , 2005), com algumas
modificagdes.
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Aliquotas d= EEB, FDCM e FAE foram dilnidas
com agua destilada para se obter concentragdes de 25 a
125 pg/mL. A 0.5 mL de cada amostra foram adicionados
0.5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 2 N e 1.0 mL de
agua, Apds um periodo de 2 a 5 nuautos, for acrescentado
05 tubos 0.5 mL de carbonato de sodio (Na,CO,)a 10%
Apos | hora de imcubagdo i temperatura ambiente, a
absorbincia for mensurada em espectrofotémetro a 760
am, usando dgua destilada como branco. Acido gilico
(2.5 a 12,5 pg/mL), dissolvido em agua destlada, for
usado para elaboracdo da curva de concentracio padrio
e os valores de fendlicos totas foram expressos como
equivalentes de acido galbico (mg de acido pilco’p de
amostra)

Avaliacio da atividade antioxidante

A agio antsoxsdante da Acacia podalyrifolia for
anabisada pela capacidade dos antioxidantes presentes
na amostra captarem o radical livre DPPH (1, 1-difeml-
2-prenlindrazing), conforme as metodologias descntas
por Gyamfi et al. (1999), Meda et al (2005) e Wu et al
(2005), com algumas modificagdes.

Para a avaliagdo da atrvidade captadora do
radical lwvre DPPH (1 1-dafeml-2-prieniudrazina).
aliquotas de EEB, FDCM ¢ FAE (amostras), dcido
ascorbico ¢ rutina (padrdes) foram diluidas com etanol
para se obter as concentragdes de 0.5 a 100 pp/mL A3
mL de cada amostra fo1 acrescentado 0.1 ml de solugio
etanolica do radical livre DPPH 1 mM. Apos 30 munutos
de mcubagio a temperatura ambaente, ao abngo da luz. a
redugio do radiwcal livre DPPH foi mensurada pela lestura
da absorbincia em 517 nm, contra um branco especifico
em cada avaliagdo. formado somente pelas amostras nas
suas respectivas dilugdes. Como controle, for utihzado
0.1 mL de solucio etandlica de DPPH 1 mM e 3 mL de
etanol

Para avaliar a attvidade captadora de radical, for
obtida a porcentagem de mibigiio, conforme a equagio

45 de Inibi¢do = [(Absorbdncia do controle - absorbdncia
da amostra)/absorbancia do controle] X 100

A deternunagdo da IC,. ou seja, concentragdo
da amostra ou padrio que cavsa 50% de wbicio da
concentragio micial de DPPH, for obtida por regressao
Imear dos pontos plotados graficamente. Para a plotagem
dos pontos, foram utilizados os valores das meédias
obtidas de tnplicatas realizadas para cada um dos testes.
Para detectar as diferencas entre as médias « avahar estas
daferencas for utilizada analise de vanancia (ANOVA) e o
teste de Tukey com 95% de nivel de confianga.

RESULTADOS

Determinacio do contendo de compostas fenolicos

O contetido de compostos fendlicos (mg de deido
galhico/g de amostra) for de 206 4 pam o extrato etanolico
bruto (EEB), 240,2 para o fragio diclorometano (FDCM)
@ 3385 para a fracdo ncetato de etila (FAE), usando a
curva padrio do dcido gilico (R = 0,9945),

Avaliacio da atividade antioxidante

A porcentagem de iubigio do radical DPPH
(% mbigdo), para as amostras e padrdes (0,50 a 100 pg/
ml) esta representada no Grifico 1. Os valores médios
de concentracio das amostras (EEB, FDCM e FAE) ¢
dos padrbes (acido ascorbico e mutma), que causam 50%
de mibigio do radical DPPH (IC,) estio representados
na Tabels 1 Os dados foram submetdos a anilise de
vanincia (ANOVA) e 00 teste de Tukey, sendo p < 005
considerado sigmificativo. O valor de IC,, de 3,22 ng/mL
obtido para a fraglio acetato de enla foi sigmficativamente
diferente (p < 0.05) dos obtidos para o padrao de acido
ascorbico (0,49), para o extrato etandhco bruto (10,48)
e pama a fragio diclorometano (36,65). mas ndc difere
estatisticamente (p > 0,05) do apresentado pelo padrio de
rutina (4,14)

DISCUSSAO

Muitas substancias naturais, obtidas das plantas,
tém sido identficadas como captadoras de espécies
reativas de oxigénio, protegendo o corpo humano dos
efertos destes. bem como retardando o aparecimento de
muitas doengas cromcas (Gulen et al., 2003).

As substincias com niscleo fendlico apresentam
destaque especial como eficientes captadores radicalares,
como demonstrado por Gyamfi et al (1999), Kujala et al.
(2000), Chang et al. (2001), Sallem et al (2001), Thalang
et al (2001), Al-Mamary et al. (2002}, Mihara et al
(2005), Mexta t al. (2005), Wu &t al (2005)

O género Adcacia ¢ reconhecido como fonte de
compostos fendlicos, sendo que a espécie objeto deste
estudo, Acacie podalyriifolia, apresentou considerivel
quantdade desta categona de substincias, encontrados
com mawor concentracdo na fragdo acetato de etila.

A atvidade antioxidante for avahada pela
determinagio da captagdo do radical DPPH (IC,) pelo
extrato etandlico bruto. pelas fragdes diclorometano
e acetato de etila & pelos padsdes de derdo ascorbico &
mta. O padriio de dcido ascérbico demonstrou ser
significativamente mais ativo que os demms. A fragdo
acetato de etla apresentou atnvidade anhoxidante
significativamente maior que o extrato standhico bruto e
a fraciio diclorometano. Comparada ao padrio de rutina.
a fracho acetato de etila apresentou anwvidade smular
ndo sendo significativa a diferenca nos valores de IC
obtidos

Os  resultados  obtidos para a .Adcacia
podalyritfolia confirmam o que 34 havia sido venficado
com A. catechu, estudos realizados por Park. Boo (1991)
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EEB. extrato etanblhico beuto, FDCM. fragho daclorometano, FAE fragio
acetato de etila, AA acido ascorbaco; RUT: mitima

Grifico 1. Porcentagem de mubsglo do radical DPPH pelas amostas (EEB, FDCM e FAE) ¢ pelos padides (acdo nscorbeco e

rutina).

Tabela 1. Atradade captadora do radical DPPH (1C50)

Amostras/ Padrdes ICes (ug'ml)
Acido ascorbico 0,49
Rutina 4,14
Extruto etanohco bruto 1048
Fragho diclorometano 36,65
Fragio acetuto de etily 2

IC,, = Concentrago que mibe 507 da concentragho umcial do radical DPPH

e Naik et al (2003), A. confusa por Chang et al (2001)e
Wu et al. (2005), A. nilotica por Sallem et al. (2001), 4,
pennata por Thalang et al. (2001). mel obtido de flores de
espécies diversas de Acacia por Al-Mamary et al. (2002)
e Meda et al. (2005). A, mangium e 4. auriculiformis
por Mihara et ol (2005), que apresentaram efeitos
antioxadantes unportantes devido ao teor de substincias
fendhcas.

CONCLUSAO

Os estudos realizados com o extrato etanolico
bruto e as fragdes diclorometano ¢ acetato de etila,
obtidos das flores de Acacia podaiyriifolia, demonstraram
que o contetdo de compostos fendlicos for mais elevado
na fracio acetato de entla, 0 que explicaria 2 maor agho
antoxidante, demonstrada pela stividade captadora de
radical (IC ), ter sido observada com esta amostra.
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