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RESUMO

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico e avaliacbes dos extratos e fases
de Andira retusa (Fabaceae) quanto as atividades: antioxidante, citotoxica e
antimicrobiana. Este € o primeiro estudo quimico e bioldégico com esta espécie.
Foram realizadas duas coletas de material vegetal, e extratos obtidos dos mesmos
foram analisados por CCD. Do fracionamento cromatografico da fase
diclorometanica do extrato metandlico das cascas foi possivel isolar o lupeol e a
mistura de p-sitosterol e estigmasterol. Foram também realizados os fracionamentos:
do extrato diclorometénico das flores e das fases diclorometénica e acetato de etila
obtida do extrato diclorometanico das cascas e da fase acetato de etila obtida
extrato metandlico das cascas. Os espectros de RMN de 'H dos extratos e fases
mostraram sinais caracteristicos de terpenos (possivelmente esteroides), compostos
aromaticos (possivelmente flavonoides e chalconas) e grupos aldeidos, mas néo foi
possivel isolar as substancias para realizar a identificacdo estrutural. Os extratos
metandlicos das cascas, das folhas e dos galhos, assim como as fases de
polaridade intermediaria e mais polares dos extratos diclorometanico e metandlicos
das cascas, apresentaram um maior potencial antioxidante frente ao radical livre
DPPH. Dos extratos e fases testados para atividade citotoxica frente a Artemia
salina e sobre as células L929, os que tiveram resultados significativos foram os
extratos diclorometanico das flores da 12 coleta e metandlico das cascas da 22
coleta. Todos o0s extratos apresentaram baixa atividade contra Aeromonas
hydrophila. No entanto, frente a outros micro-organismos (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) foram ativos os extratos: 1 Galho DCM
(1000 pg/mL), 1 Folha MeOH (1000 e 500 pg/mL) e 1 Flor MeOH (1000 pg/mL)
contra S. aureus, 1 Folha MeOH (1000 pug/mL) contra os trés micro-organismos e 1
Flor DCM (1000 pg/mL) contra S. aureus e E. coli. Das fases testadas, somente a
fase 2 CaM 3.1 (1000 pug/mL) apresentou atividade sobre S. aureus. Os resultados
das atividades bioldgicas mostraram que varias das fases que apresentaram
atividades provinham de extratos brutos inativos ou com baixa atividade, o que
indica a importancia do fracionamento de extratos biologicamente ativos e daqueles

guimicamente interessantes.

Palavras-chave: Andira retusa, lupeol, p-sitosterol, estigmasterol, antioxidante,
antimicrobiano, toxicidade.



ABSTRACT

In this work was realized a phytochemical study and evaluations of extracts and
phases of Andira retusa (Fabaceae) regarding activities such as antioxidant,
cytotoxic and antimicrobial. This is the first chemical and biological study with this
species. There was realized two collects of vegetal material, whose extracts were
analyzed by TLC. From chromatographic fractionation of dichloromethane phase of
barks methanolic extract resulted in the isolation of lupeol and the mixture of -
sitosterol and stigmasterol. There were also fractionated: the flowers
dichloromethane extract; the dichloromethane and ethyl acetate phases from the
barks dichloromethane extract and the ethyl acetate phase from the barks methanolic
extract. The NMR 'H spectrum of these extracts and phases showed signs
characteristic of terpenes (possibly steroids), aromatic compounds (likely flavonoids
and chalcones) and aldehydes groups were observed, but were not possible to
isolate the compounds to realize the structural identification. The barks, leaves and
branches methanolic extracts, as well as the ethyl acetate and butanolic phases from
the barks dichloromethane and methanolic extracts, showed a major antioxidant
potencial against free radical DPPH. The extracts of 1 DCM Flower and 2 MeOH
Bark showed high cytotoxic potential against Brine shrimp Lethality and on cells
L929. All extracts showed low activity against Aeromonas hydrophila. However, when
analyzed for antimicrobial activity against other microorganisms (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa), there were observed the
activity for the extracts: 1 DCM Branches (1000 pg/mL), 1 MeOH Leaves (1000 e 500
png/mL) and 1 MeOH Flowers (1000 pg/mL) against S. aureus, 1 MeOH Leaves (1000
pg/mL) against all three microorganisms assayes and 1 DCM Flowers (1000 pg/mL)
against S. aureus and E. coli. Of all phases tested, only phase 2 CaM 3.1 (1000
png/mL) showed antimicrobial activity against S. aureus. The results of biological
activities showed that many of the phases whose demonstrated biological activities
came from inactive or with low activity crude extracts, which indicated the importance

of fractionating biogically active extract as well as those chemically interesting ones.

Key-words: Andira retusa, lupeol, B-sitosterol, stigmasterol, antioxidant, antimicrobial,
toxicity.
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1. INTRODUCAO

As plantas s&o utilizadas com fins medicinais desde os primérdios da
civilizacdo, sendo suas acodes terapéuticas repassadas por geragbes. No primeiro
século da era cristd jA eram conhecidas cerca de 600 plantas medicinais pelo
botanico grego Pedanios Dioscorides, estas descritas em cinco livros (De materia
medica libri cinque). Este tratado foi seguido durante cerca de quinze séculos, e por
muitos era considerada a primeira farmacopéia da histéria. Como as plantas estao
presentes na natureza em abundancia e sédo de facil acesso, tornaram-se fonte de
recursos na busca de cura de diversas doencas. Sendo assim, desde o principio das
civilizacdes, os vegetais tém sido utilizados ndo s6 como fonte alimenticia, como
também medicamentosa. E o emprego de plantas no controle das mais diversas
doencas e pragas talvez seja tdo antigo quanto o proprio aparecimento da
humanidade (ROBBERS, SPEEDIE & WARRS, 1997; ELDIN & DUNFORD, 2001;
LIMA, 2001; FRANCA, 2001).

Esse conhecimento adquirido sobre os beneficios obtidos pelo uso empirico
das plantas no tratamento de diversas doencas levou a descoberta e ao
desenvolvimento de alguns dos mais valiosos medicamentos utilizados na medicina
moderna, como acido acetil-salicilico (AAS), digitalicos, morfina, quinina, atropina,
artemisinina (um anti-malarico isolado de Artemisia annua), vincristina e vimblastina
(alcaloides de Catharanthus roseus que sé&o usados em determinadas neoplasias),
dentre outros (CORREA, 2001; SIMOES, 2004).

Sendo assim, as plantas constituem uma das mais importantes fontes de
substancias organicas, com uma variedade de classes quimicas que despertam o
interesse cientifico devido as suas propriedades biolégicas e quimicas. Entdo, na
busca por novos farmacos, as plantas tém se mostrado uma fonte potencial
importante na prospecc¢ao de novas substancias bioativas (GIORDANI, 2008).

Além de seu uso na medicina popular de forma direta, como chas, infusdes e
extratos, com finalidades terapéuticas, o uso de extratos vegetais com fins
terapéuticos tem se difundido bastante, mas somente uma pequena porcentagem
tem sido investigada quimicamente e menos ainda farmacologicamente
(BARREIRO, 2001; MACIEL et al., 2002; BORGES & BRANDEBURGO, 2003).

Cada vez mais a industria farmacéutica vem se interessando pela producéo

de medicamentos obtidos de plantas medicinais, jA que a medicina moderna vem



usufruindo dos produtos de origem natural ha muitos anos. Segundo Robbers,
Speedie & Warrs (1997), a busca de novas substancias bioativas em produtos
naturais é vantajosa porque os farmacos obtidos sdo menos custosos do que 0s
produzidos por via sintética. Além disso, podem ser utilizados como estrutura basica
na obtencdo de novos medicamentos, e com pequenas modificacdes estruturais
tornarem-se mais ativos ou menos toxicos. (HEINRICH et al., 2004; REIS, MARIOT
& STEENBOCK, 2004).

Mas a obtencdo de farmacos de produtos naturais tem suas desvantagens,
como a falta de reprodutibilidade dos experimentos. O que pode ser considerado um
grande problema enfrentado pelos pesquisadores, jA que o perfil fitoquimico da
planta em estudo pode ser alterado por diversos fatores, como: local de coleta,
sazonalidade, temperatura, radiacdo ultravioleta, indice pluviométrico, estagio de
desenvolvimento da planta, polinizadores diferentes, entre outros, sendo necessaria
a realizacdo de triagens em diferentes coletas, em diferentes periodos do ano,
buscando conhecer os efeitos desses fatores sobre a producdo dos metabdlitos
secundarios que serdo os principios ativos desses farmacos (RASKIN et al., 2002;
GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Atualmente, novas tendéncias globais de preocupacdo com a manutencdo da
biodiversidade e desenvolvimento sustentavel trouxeram novas perspectivas ao
estudo de plantas medicinais brasileiras, que geraram um interesse geral em
fitoterapia. Novas linhas de pesquisas foram estabelecidas nas universidades
brasileiras com o intuito de buscar bases sélidas para a validacdo cientifica do uso
de plantas medicinais. Segundo Lima (2001), a tendéncia atual nas pesquisas de
produtos naturais consiste na busca da obtencdo de principios ativos oriundos de
plantas, devido ao elevado percentual de diversidade molecular, fato essencial para
a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (LORENZI; MATOS, 2008).

A fitoterapia e outras praticas farmacoldgicas tradicionais tém seu uso difundido
em todo o mundo. Essa ampla utilizacdo sugere, mas ndo assegura que O0S
remedios tradicionais apresentem uma relagdo risco-beneficio favoravel. Assim,
estes podem ser considerados como um potencial e atraente recurso terapéutico. Ao
contrario dos medicamentos convencionais, os fitoterapicos sado misturas de
constituintes, ao menos em parte delas, sem caracterizacdo quimica, e por serem
constituidos por uma mistura fornecem vantagem terapéutica, pois os componentes

desconhecidos podem combinar entre si e com aqueles ja determinados de maneira



sinérgica resultando em maior eficacia do que aquela apresentada pelo constituinte
conhecido puro (OMS, 2008).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera 300 farmacos como
essenciais para a manutencao da saude da populacdo de um pais, 11% dos quais
sao obtidos exclusivamente a partir de plantas superiores, numero representativo da
importancia da pesquisa em produtos naturais (OMS, 2011; RASKIN et al.; 2002,
CORDEIRO et al., 2005).

Esses produtos naturais apresentam uma grande diversidade de atividades
biologicas, dentre elas: atividade cardiovascular, antibacteriana, antifangica,
antirreumatica, atividade no sistema nervoso central, antitumoral etc. (NIERO et al.,
2003). Sendo que, aproximadamente 60% dos agentes antitumorais e anti-
infecciosos que estdo atualmente disponiveis comercialmente ou em estudos finais
de triagem sao de origem natural (SHU, 1998; HEINRICH et al., 2004).

A grande diversidade de plantas constitui uma fonte muito rica para a
bioprospecc¢éo de produtos naturais biologicamente ativos. Sdo mais de 30.000 as
espécies vegetais identificadas na regido amazénica, e estas representam 10% de
todas as conhecidas no mundo. Essas plantas podem conter principios ativos com
diversos potenciais terapéuticos contra varias doencas (CECHINEL FILHO &
YUNES, 2001; ALBAGLI, 2001; MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI, 2009).

Segundo Cechinel Filho & Yunes (2001), o Brasil apresenta um potencial
importante e decisivo quando se considera sua grande riqueza vegetal ainda sem
estudos etnobotéanicos, etnofarmacolégicos, farmacognaésticos e fitoquimicos. Dentre
os biomas brasileiros, a Floresta Amazonica destaca-se pela biodiversidade, sendo
considerada a maior reserva floristica do planeta, apresentando uma grande
variedade de espécies vegetais que nao foram estudadas anteriormente sob a éptica
da fitoquimica, nem quanto as suas potenciais aplicacdes em diferentes areas da
ciéncia, como o desenvolvimento de produtos para aplicacdo agricola ou florestal.
Com mais de cinco milh6es de quildbmetros quadrados, a Amazodnia estende-se por
nove estados brasileiros, ocupando 60% do territorio nacional (GUERRA & NODARI,
2001; BORGES et al., 2004).

No entanto, a grande diversidade da flora, principalmente no Brasil, pode ser
mais bem estudada e explorada tanto na busca de novas substancias com potencial
terapéutico quanto na elucidacdo de inUmeras substancias que séo utilizadas pela
populacdo sem o conhecimento de suas propriedades, efeitos farmacologicos e
toxicos (TAVARES, 1996).



Dentre as familias vegetais encontradas na regido Amazonica, com
reconhecido potencial terapéutico destaca-se a Fabaceae. E a mais importante na
composicdo da vegetacdo amazodnica segundo Huber (1909), compreendendo trés
subfamilias (Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae), 36 tribos, 727
géneros e 19.325 espécies. Diversas espécies desta familia sdo descritas na
literatura com atividades biolégicas, tais como anticonvulsivante em Bauhinia
outimouta, antimicrobiana, antiparasitaria, inseticida, antitumoral, hepatoprotetora e
laxativa em Senna occidentalis, moluscicida em Tetrapleura tetraptera,
antibacteriana em Erythrina velutina e Derris malaccensis, antimicobacteriana em
Derris indica, toxicidade para insetos em Deguelia amazonica (ENGLER, 1964;
QUINTANS-JUNIOR et al., 2002; TAKASHIMA et al., 2002; LEWIS et al., 2005;
VIRTUOSO et al., 2005; KOYSOMBOON et al., 2006; ALECIO, 2007; LOMBARDO
et al., 2009).

Fabaceae possui grande interesse econdmico, com espécies utilizadas na
alimentacdo como o feijao (Phaseolus vulgaris), a soja (Glycine max), o amendoim
(Arachis hypogaea), a ervilha (Pisum sativum), o grdo de bico (Cicer arietinum),
entre outras. Outra aplicacdo de Fabaceae é seu uso na adubacdo verde,
principalmente pela associacdo com bactérias do género Rhizobium (fixadoras de
nitrogénio). Além disso, apresentam grande valor para a inddstria madeireira, como
os angelins (género Andira). (SOUZA & LORENZI, 2008; BHAKTA et al., 1999;
ASSELEIH et al., 1990; TIWARI & MISRA, 1985).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico de
extratos de Andira retusa (Poir) Kunth, bem como avaliar as atividades
antimicrobiana, antioxidante e citotoxica dos extratos desta espécie. Ja que esta se
encontra numa area de relevancia nacional no presente momento, onde esta sendo
construida uma usina hidrelétrica (Belo Monte). Assim, esta e outras espécies serao
impactadas com o alagamento de uma grande area de terras, o que pode causar
uma diminuicdo significativa do numero de individuos da espécie em estudo e
consequentemente seu uso pela populacdo, que foi um dos principais motivos para

o inicio do presente estudo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Produtos Naturais Bioativos

Desde os primordios da civilizacdo, o Homem busca na natureza recursos para
aprimorar suas condigcbes de vida, aumentando suas chances de sobrevivéncia.
Além da utilizacdo das plantas como fonte de alimento, foi incorporada uma busca
de matérias-prima para a confeccdo de roupas, ferramentas e como combustivel.
Nessa busca, o Homem descobriu os efeitos causados por algumas plantas que
foram inadvertidamente consumidas através de ingestdo acidental ou
propositalmente consumidas. Rapidamente plantas com propriedades alucinégenas
foram incorporadas aos rituais religiosos. Popula¢des indigenas de norte a sul das
Ameéricas incluiam o tabaco em seus rituais, devido seus efeitos narcoéticos, habito
transferido aos colonizadores europeus. Em todas as épocas e nas mais diferentes
culturas, o Homem aprendeu a explorar e tirar proveito dos recursos naturais locais.
Ao longo dos anos, o conhecimento adquirido sobre o uso de plantas foi repassado
oralmente através de geracbes, sendo que algumas dessas plantas usadas na
medicina tradicional desde aquela época ainda fazem parte do tratamento habitual
de diversos males (ROBBERS, SPEEDIE & WARRS, 1997; HEINRICH et al., 2004;
DUARTE, 2005; LORENZI, MATQOS, 2008).

Os primeiros relatos da utilizacdo de plantas medicinais com fins terapéuticos
sdo encontrados no codigo de Hamurabi (2.000 a.C), no manuscrito egipcio Ebers
Papirus (1.500 a.C) e na coletanea de cinco livros sobre cerca de 600 plantas
medicinais do botanico grego Pedanios Dioscoérides, datada do primeiro século da
era cristd, e que foi seguida por cerca de quinze seéculos. Toda a histéria da
medicina se encontra ligada as plantas medicinais, pois somente em 1928, Friedrich
Wohler sintetizou a uréia (substancia orgéanica) a partir de matéria-prima inorganica
(cianato de amonio), fato que revolucionou o conhecimento da época o qual dizia
gue matéria organica so podia ser obtida de vegetais e animais. Isso impulsionou a
farmacologia moderna na elaboracio de medicamentos sintéticos (CORREA, 2001;
ELDIN & DUNFORD, 2001; SIANI, 2003; DUARTE, 2005).

O potencial terapéutico dos vegetais é conhecido e utilizado por diferentes
culturas, especialmente nas areas rurais de paises em desenvolvimento, onde
muitas vezes é o Unico recurso como tratamento de diversas enfermidades. Entre as
aplicacoes empiricas mais antigas de produtos naturais estdo o uso do molho de

soja para o tratamento de furdnculos, carbldnculos e outras infecgbes cutadneas na
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China (2.500 a.C), a utilizacdo de mel em feridas infectadas no Egito (2.000 a.C)
entre outras (ARAUJO & LEON, 2001; MACIEL et al., 2002; ACUNA, 2003;
COUTINHO et al., 2004).

Plantas medicinais sdo aquelas que possuem em sua composic¢ao, substancias
quimicas, sintetizadas a partir de nutrientes, agua e luz que provocam no organismo
reacbes que podem variar entre o abrandamento de doencas e a cura, através do
teor da acéo de principios ativos (FETROW & AVILA, 1999).

Principios ativos sdo metabodlitos secundarios que exercem efeito
farmacoldgico ou terapéutico. Em plantas, estes podem ser encontrados em flores,
folhas, raizes, frutos, caules e cascas. Sua concentragdo ndo é homogénea,
variando com varios fatores abibticos e biodticos (Figura 1), como: sazonalidade,
temperatura, herbivoria e ataque de patdgenos, radiacdo UV, indice pluviométrico,
parte da planta, competicdo, estagio de desenvolvimento da planta etc. (SIMOES et
al., 2004; SANTOS, 2004; NOLDIN, et. al., 2003; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Ritmo circadiano

{ Nl
‘\\'\ N
indice pluviométrico
‘ Radiagdo UV

/ Composigao CO, SO,
/ atmosférica NO, O,

e Herbivoria e
Ataque de patégenos
A

Sazonalidade

Figura 1: Fatores que influenciam no teor de metabdlitos secundarios.
Fonte: Gobbo-Neto & Lopes, 2007.

Portanto, se um estudo visa encontrar substancias bioativas de vegetais, ou
padronizacdo de extratos com utilizagdo terapéutica, deve considerar todos o0s
fatores que possam influenciar a producdo ou o acumulo da(s) substancia(s) de
interesse, tendo cuidado especial com relacdo a época e local da coleta, secagem,
transporte etc. (CALIXTO, 2001).



Muitos principios ativos, mesmo ndo sendo necessariamente essenciais para o
organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e perpetuacao da
sua espécie no ambiente em que vive. Estas substancias pertencem a Varios
grupos, entre estes estdo: flavonoides, terpenoides, taninos, compostos fendlicos,
alcaloides, antraquinonas, cumarinas etc. (VERPOORTE & MARASHIN, 2001;
SANTOS, 2004).

Esses metabdlitos tém como precursor comum a glicose, que através de dois
intermediarios principais de seu metabolismo, 0 acido chiquimico e o acetato, que
posteriormente serdo 0s precursores dos principais grupos de metabdlitos
secundarios. A rota biossintética basica dos produtos naturais esta esquematizada
na Figura 2 (ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997; SIMOES et al.,2004).
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Chlql.1|m|co |
| ] | l | |
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Triptofano  Tirosina Galico Acido Mevalonato
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Inddlicos e Lisina
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Flavonoides e Esteroides Acidos Graxos
Taninos Condensados e Acetogeninas
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inolini Fenilpropanoides Sl
Benzaquinglinicos prop Pirrolizidinicos
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Lignanas, ligninas e cumarinas Quinolizidinicos

Figura 2: Rota biossintética basica dos produtos naturais. Fonte: SIMOES et al.,
2004; DEWICK, 2002.

Os metabdlitos secundarios produzidos por plantas foram essenciais para o
desenvolvimento da quimica organica sintética moderna. Historicamente, tal
desenvolvimento ocorreu paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a
partir do século XIX, quando foram registrados os primeiros estudos sobre plantas,
com base cientifica. Isso resultou no isolamento de alguns principios ativos de
plantas, utilizados como medicinais. (MONTANARI & BOLZANI, 2001; DEWICK,
2002).



O desenvolvimento de diversos medicamentos parte de um produto natural,
geralmente extraido de um vegetal, passa por varias modificagcbes até chegar a um
produto que, aparentemente, tem pouca relagdo com o seu precursor natural
(ROBBERS, SPEEDIE & TYLER, 1997).

Na prospeccdo de novos farmacos, os vegetais sdo excelentes fontes de
matéria-prima, pois apresentam uma diversidade molecular de produtos naturais
muito superior aquela derivada dos processos de sintese quimica. E como € essa
diversidade estrutural um dos pontos cruciais nas pesquisas que visam atingir
diferentes alvos biologicos, o estudo de produtos naturais tem buscado esse
objetivo, j& que durante os milhdes de anos da evolucéo biolbgica, a selecdo natural
realizou um processo de quimica combinatoria inigualavel (NOBRE, 2008;
BARREIRO, 2001; CECHINEL-FILHO & YUNES, 2001).

No Brasil, as pesquisas voltadas para a descoberta de protétipos de farmacos
e/ou fitoterapicos, além de propiciarem o avanc¢o da pesquisa basica multidisciplinar,
podem contribuir também para o desenvolvimento tecnolégico nacional, levando-se
em consideracdo que a diversidade de metabdlitos produzidos nos biomas
brasileiros é ainda muito pouco explorada do ponto de vista farmacoldgico
(BARREIRO & BOLZANI, 2009).

Entre esses biomas, a Floresta Amazonica destaca-se no fator biodiversidade,
ainda pouco estudado do ponto de vista da fitoquimica, e considerando a grande
diversidade de plantas que podem constituir uma fonte muito rica para a
bioprospeccdo de produtos naturais biologicamente ativos (CECHINEL-FILHO &
YUNES, 2001).

2.2. Atividade Antioxidante

Antioxidantes séo substancias que retardam a velocidade da oxidacédo, atraves
de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacao de
metais. Eles podem ser sintéticos ou naturais e, entre 0s naturais destacam-se acido
ascorbico, vitamina E e p-caroteno (PIETTA, 2000; RICE-EVANS, 1996).

A atividade antioxidante esta relacionada com o numero de grupos hidroxilas
livres e com o tamanho da cadeia carbdnica com ligacdes duplas conjugadas. Os
extratos que possuem atividade antioxidante frequentemente contém substancias
fendlicas derivadas dos aminoéacidos: triptofano, fenilalanina e tirosina (Figura 3),

como as cumarinas, os flavonoides e as catequinas. Os acidos organicos,



carotenoides, tocoferois, proteinas, taninos também podem estar presentes, e terem
atividade como antioxidantes ou ter um efeito sinérgico com substancias fendlicas
(MOSADDIK et al. , 2004; DAPKEVICIUS et al., 1998).

OH

OH

HaN

I=

OH

Z 3)
(2) HN "H

Figura 3: Estruturas quimicas dos aminoacidos fenilalanina (1), tirosina (2) e triptofano (3).

Entre as diversas atividades biolégicas dos metabdlitos secundarios
produzidos por vegetais, inclui-se a atividade antioxidante, que tem sido amplamente
explorada na area de cosmetologia e producdo de alimentos (DE LIMA, MELO &
LIMA, 2002).

O consumo de frutas e hortalicas tem aumentado principalmente em
decorréncia do seu valor nutritivo e efeitos terapéuticos. Estes alimentos contém
diferentes fitoquimicos, muitos dos quais possuem propriedade antioxidante que
pode estar relacionada com o retardo do envelhecimento e a prevencao de certas
doencas. Estudos tém demonstrado que outras substancias antioxidantes, além dos
bem conhecidos B-caroteno, vitamina C e vitamina E, tém contribuido para a total
capacidade antioxidante desses vegetais (RICE-EVANS; MILLER & PAGANGA,
1996; WANG, CAO & PRIOR, 1996).

Foi evidenciado em pesquisas que substancias fendlicas exibem acéo
antioxidante. Pearson et al. (1999) demonstraram que os fendlicos presentes em
suco comercial e extrato fresco de macéas (casca, polpa e fruta inteira) inibiram, in
vitro, a oxidacdo de LDL humana. A atividade antioxidante apresentada por varios
vegetais, incluindo frutos, folhas, sementes e plantas medicinas, esta correlacionada
ao seu teor de compostos fendlicos totais. Os compostos fendlicos sédo responsaveis
pela atividade antioxidante de diversos vegetais (VELIOGLU et al., 1998;
KAHKONEN et al., 1999).

Existe uma tendéncia mundial em usar pigmentos naturais como corantes para
alimentos e entre eles destacam-se as antocianinas. Esse interesse é também
influenciado pelas observacdes promissoras de seu potencial benéfico a saude
decorrente de sua acdo antioxidante (DE LIMA, MELO & LIMA, 2002).



A acerola apresenta grandes concentracdes de acido ascorbico enquanto que
em morango, amora e agai, predominam determinados grupos de flavonoides como
antocianinas, flavondis e flavonas (ASSIS, et al., 2001; CORDENUNSI et al., 2005;
MAATTA-RIIHINEN, et al., 2004; POZO-INSFRAN et al., 2004).

Os antioxidantes de origem vegetal pertencem a diferentes classes de
metabdlitos, mas os flavonoides constituem o grupo mais representativo, sendo
encontrado com elevada diversidade de formas (WILHEM-FILHO et al., 2001).

O uso de produtos que tem em sua composicdo as chamadas espécies
guimicas antioxidantes tem por objetivo retardar ou inibir esse processo,
prolongando assim a vida da célula. A busca por um estilo de vida benéfico a saude
do individuo tem impulsionado as pesquisas cientificas em busca de novos
antioxidantes, principalmente de origem natural, que possam ser utilizados nas
industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética entre outras (FRAGA FILHO, 2003;
MELO, 1989; KIM et al., 1997; MATIUCCI, 1998; MENSOR, 1999; MOREIRA, 1999;
FREITAS, 2000).

Vérias pesquisas indicam que diversos tipos de danos teciduais, inclusive em
tecidos vitais, sdo causados por radicais livres, que sdo grupos de substancias
quimicas produzidas naturalmente em grandes quantidades no organismo, muitas
vezes em decorréncia do proprio metabolismo. Assim, tem se desenvolvido o
conhecimento sobre o papel dos radicais livres na producédo de doencas, e na busca
de meios de intervir, minimizando os danos causados pelos mesmos. Essas
intervencdes dao-se na forma de um ataque aos radicais livres pela utilizacdo de
substancias com atividade antioxidante (YOUNGSON, 1996; BALESTRIN, 2006).

O aumento de radicais livres esta relacionado com o processo de
envelhecimento do corpo humano, assim como o aparecimento de tumores e 0 dano
tecidual (WILHEM-FILHO et al., 2001).

O estresse oxidativo € o desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e os mecanismos de defesa do organismo. EROs em excesso
podem originar no organismo, atraves de falha na respiracdo mitocondrial, ativacédo
de polimorfismo nuclear, acido araquidonico, ativagcdo-inibicio de sistemas
enzimaticos, e catalise da ligacdo de ferro ou cobre (fatores endégenos) (NUNEZ-
SELLES, 2005).

Os produtos antioxidantes eficazes sado os que impedem o0 excesso de EROs,
através da estimulacdo do mecanismo de reparo antioxidante ou da doacdo ou

captura de elétrons para a estabilizacdo do radical livre (NUNEZ-SELLES, 2005).
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Segundo Roginsky e Lissi (2005), a atividade antioxidante é a capacidade de
um componente (ou composicdo) de inibir a degradacéo oxidativa. E no intuito de
realizar uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas potencialmente
interessante para a prevencdo de doencas crbénico-degenerativas, tem sido
desenvolvidas diversas técnicas para determinar a atividade antioxidante in vitro
dessas substancias e/ou misturas. Para avaliar a atividade antioxidante tem sido
utilizados largamente métodos de sequestro de radicais livres, como o DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazila). Este método baseia-se na descoloracdo de uma solucdo
composta por radicais estaveis DPPH de cor violeta. Quando da adicdo de
substancias antioxidantes (sequestrantes de radicais livres) que podem ceder um
atomo de hidrogénio, ocorre a reducao das mesmas, dependendo da quantidade de
hidroxilas disponiveis. Com essa reac¢do, ocorre uma mudanca de coloracdo do
DPPH que se torna amarelo. Esta reacdo é amplamente utilizada para testar a
habilidade de compostos em sequestrarem radicais livres ou doadores de
hidrogénio, e assim, avaliar a atividade antioxidante de alimentos e extratos vegetais
(HUANG et al., 2005; BRAND-WILLIAMS et al., 1995; YAMAGUCHI et al., 1998
apud GAMA, 2008).

Alguns metabdlitos secundérios, como os flavonoides, além de atuarem como
antioxidantes naturais, também apresentam outras atividades biol6gicas como, por
exemplo, inibidores de importantes enzimas virais, como a transcriptase reversa e

protease, e também como antimicrobianos (HAVSTEEN, 2002).

2.3. Atividade Antimicrobiana

O Homem e os micrébios partilham uma vida em comum. Provavelmente
desde a pré-histéria os micro-organismos provocam doencas no Homem. Assim, a
saude dos seres vivos em geral sofre constantes ameacas ocasionadas por
infeccbes de micro-organismos, principalmente pelos que sdo resistentes aos
agentes antimicrobianos. Tal resisténcia a medicamentos e a substancias
especificas ocorre em resposta da evolucdo dos mesmos. Dentre as medidas que
podem ser tomadas para evitar ou diminuir essa resisténcia, esta o uso racional de
antibacterianos e o desenvolvimento de novos medicamentos. Neste sentido, o
desenvolvimento de drogas mais eficazes constitui uma estratégia promissora no
campo da biotecnologia, através da prospeccao de novas classes de moléculas

naturais ou sintéticas (SOUZA et al., 2003; PRATES, 2002; WANNMACHER, 2004).
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A pesquisa de atividade antimicrobiana refere-se a diferentes técnicas ou
meétodos laboratoriais in vitro, os quais sao utilizados para determinar o potencial
antimicrobiano de um determinado agente. Para isso existem trés métodos que
podem ser utilizados para esta avaliacdo: método de difusdo, método de diluicdo e
bioautografico. O método de difusdo consiste em utilizar um reservatoério (disco de
papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro sobre a superficie) onde é colocada a
substancia a ser testada, ficando em contato direto com o meio de cultura sélido
inoculado com um determinado micro-organismo. Apdés o tempo adequado de
incubacédo mede-se o diametro ou o halo de inibicdo (SOUZA et al., 2003).

O método de diluicdo utiliza uma quantidade fixa de amostra, a qual é
dissolvida homogeneamente num meio solido ou liquido. Geralmente, utilizam-se
diluicdes da amostra original. E a cada uma delas se inocula o micro-organismo de
interesse. Sendo que apods o periodo de incubacéo, € determinada a concentracéo
inibitéria minima (CIM), que € a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento
do micro-organismo. Ja a bioautografia € um método que visa localizar substancias
com acdo antimicrobiana numa placa cromatografica onde esta impregnado um
extrato ou fracdo, permitindo assim guiar o isolamento da substancia ativa (SOUZA
et al., 2003).

Ha décadas o interesse em antimicrobianos oriundos de plantas é crescente,
ocorrendo desta forma uma inter-relacdo entre a quimica dos produtos naturais e a
microbiologia. A medicina por sua vez, é cada vez mais receptiva ao uso de
antimicrobianos e outras drogas derivadas de organismos vegetais (COWAN, 1999).

Muitos produtos naturais como a propolis vém sendo utilizados como
antimicrobianos destacando sua acéo sobre Staphylococcus aureus; Streptococcus
pyogenes; Candida sp e sobre indmeros outros micro-organismos. Foi verificado
também que bactérias Gram-positivas se mostram mais sensiveis que as Gram-
negativas aos extratos de propolis (FERNANDES JUNIOR et al.,, 1995, 1997,
2001,2003 e 2005; BOSIO et al., 2000; SFORCIN et al., 2000; STEPANOVIC et al.,
2003; BANSKOTA, TEZUKA & KADOTA, 2001; BEHERA et al., 2008; LOGUERCIO
et al., 2005; MAHASNEH & EL-OQLAH, 1999; SISTI et al., 2008).

Na busca de medicamentos tradicionais com atividade antimicrobiana, muitos
paises tém mantido programas de pesquisa como é o caso da India, Palestina,
Africa, Honduras, Jordania, Cuba e Italia. No Brasil, muitas tém sido as pesquisas
baseadas no conhecimento popular na busca de novos produtos antimicrobianos

(AHMAD & BEG, 2001; ALI-SHTAYEH et al., 1998; BABA-MOUSSA, AKPAGANA &
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BOUCHET, 1999; LENTZ et al.,, 1998; MAHASNEH, ADEL & EL-OQLAH, 1999;
MARTINEZ et al., 1996; PANIZZI et al., 1993).

Plantas dos biomas brasileiros foram usadas como medicamento natural
pelas populacfes locais no tratamento de diversas doencas tropicais, incluindo
esquistossomose, leishmaniose, malaria e infeccbes por fungos e bactérias. No
entanto, apesar da flora rica, somente dados de poucas plantas sdo disponiveis,
incluindo tanto espécies nativas quanto exoticas. Véarias substancias de origem
vegetal, inclusive de espécies brasileiras, ja apresentaram atividade antibacteriana e
antifangica, como flavonoides obtidos de variadas espécies vegetais, alcaloides,
como anonaina e isoboldina, isolados de Annona salzmani, e o0 acido
hidroxibenzdico, isolado de Piper aduncum (PATHAK et al., 1991; PAULO et al.,
1992; ORJALA et al., 1993; ALVES et al., 2000; LIMA, 2001; SARTORATTO et al.,
2004).

As florestas tropicais sdo as regides que abrigam a maior diversidade de
espécies devido as suas caracteristicas favoraveis. Os principios ativos naturais
possuem classes metabdlicas que exercem funcbes como a defesa contra
herbivoros, a atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes, a
alelopatia etc. E estudos mostram que plantas com estas classes de metabdlitos
apresentam efeito terapéutico contra varias doencas, principalmente no que diz
respeito a doencas causadas por agentes bacterianos. (SANTOS, 2004,
MALHEIROS & PERES, 2001; CUNICO et al., 2006; TANAKA et al., 2005).

Os agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade através de varios
mecanismos: lesdo da parede celular, alteracbes da permeabilidade -celular,
alteracdes das moléculas de proteinas e acidos nucléicos, inibicdo da sintese de
acidos nucléicos. As drogas antimicrobianas podem ser classificadas como
bactericidas, quando matam o0 micro-organismo, ou bacteriostaticas, quando
impedem o crescimento do mesmo. No caso das drogas bacteriostaticas, o
hospedeiro se defende por si, utilizando mecanismos como a fagocitose e a
producdo de anticorpos, normalmente destruindo o micro-organismo (LIMA, 2001,
TORTORA et al., 2005).

Entre as bactérias Gram-positivas de interesse clinico destaca-se
Staphylococcus aureus devido a sua resisténcia a muitos farmacos. Por isso,
infeccbes por S. aureus estdo entre as maiores causas de desordens cutaneas,
respiratorias, 0sseas e endovasculares (BROWN & NGENO, 2007; LOWY, 2003).
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JA entre as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa Sa80 0S microrganismos que apresentam maior interesse clinico.
Segundo Nobre (2008), embora cepas de E. coli ocorram naturalmente na
microbiota intestinal, certas linhagens podem apresentar alta capacidade de causar
uma variedade de doencas. Ocorrendo isso, passa a ser considerado como o maior
patbgeno de humanos e animais, estando relacionado a infec¢des do trato urinario,
gastrintestinais e infec¢des nosocomiais, incluindo septicemia e meningites (SANTO
et al., 2006; NOBRE, 2008).

Além das doencas causadas por bactérias, as de origem fungica vém
aumentando o numero de infeccbes que acometem humanos nas Ultimas duas
décadas, como resultado das imunodeficiéncias associadas com o virus HIV,
guimioterapia anticancerigena, transplantes, e doencas oportunistas que acometem
idosos e neonatos. E apesar de existirem potentes agentes antifUngicos como a
anfotericina B, o aparecimento de resisténcia ou multirresisténcia de fungos
demonstra a necessidade de pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos
antifingicos (ZACCHINO, 2001; MARQUI et al., 2008).

As infec¢des fangicas por leveduras do género Candida sao responsaveis por
milhdes de visitas ao consultério médico a cada ano. Entre as espécies desse
género, Candida albicans € a espécie mais comum, causando entre 85 e 90% dos
casos (TORTORA et al., 2005).

A descoberta de novas substancias com atividade antimicrobiana €, portanto,
uma necessidade urgente e crescente devido a fatores como o aumento da
incidéncia de novas e reemergentes enfermidades infecciosas, juntamente com a
resisténcia desenvolvida pelos micro-organismos aos antibiéticos usados
clinicamente (MALLAVAPURU, 2001).

2.4. Atividade Citotoxica

2.4.1. Artemia salina

A Artemia salina é um crustaceo filtrador conhecido desde 1755. Na metade
do século XIX, foram feitos varios estudos em relacdo a sua morfologia e taxonomia.
Posteriormente, o crustaceo anostraceo seria usado para fazer experimentos de
histologia, genética, radiologia, toxicologia, bioquimica, biologia molecular, ecologia,
entre outros (VINATEA, 1982).
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Geralmente, 0s anostraceos sao sensiveis a temperaturas elevadas e
normalmente desaparecem no final da primavera e verdo e toleram uma alta
salinidade. E tem sido introduzido em laboratérios de Produtos Naturais no intuito de
selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na procura de
substancias bioativas (SIQUEIRA, BOMM & PEREIRA, 1998; MEGLITSCH, 1986).

Os estagios larvais da A. salina sdo facilmente reprodutiveis a partir dos seus
cistos resistentes a dessecacao, ndo sendo necessarios equipamentos especificos e
complexos para desenvolvé-los. A obtencado destes estagios larvais tem inicio com a
imersdo em agua marina artificial (solu¢cdo salina) dos cistos secos (facilmente
encontrados em lojas de aquaristas, onde montam e vendem aquérios de agua
salgada). O desenvolvimento das larvas da-se no periodo de 48 horas, assim como

pode ser observado na figura 4.

Figura 4: Diferentes fases de desenvolvimento da Artemia salina: 1) cistos entrando no
periodo de ecloséo; 2) eclosao das larvas apds a imersdo em solucdo salina; 3) larva
apos 48 horas (Fonte: BREEDER, 2006)

Além disso, os cistos ndo eclodidos sdo metabolicamente inativos, e podem
ser conservados por longos periodos se mantidos desidratados e a baixas
temperaturas. Quando reidratados, os cistos de Artemia salina eclodem em
aproximadamente 24 horas, sendo que o ciclo de vida relativamente curto favorece
seu uso em testes de citotoxicidade (MICHAEL et al., 1956; McLAUGHLIN et al.,
1998).

A utilizacdo de bioensaios para monitoramento da bioatividade de extratos,
fracbes e compostos isolados de plantas tem sido frequentemente incorporado a
pesquisa fitoquimica. Com o intuito de avaliar a citotoxicidade de extratos, fracdes e
substancias através de um bioensaio com um sistema de screening rapido e
sensivel, novas metodologias foram desenvolvidas, entre elas o ensaio empregando
larvas Artemia salina. Esse ensaio visa facilitar o estudo farmacoldgico e toxicologico

com baixo custo, utilizando assim, pouca quantidade de material (McLAUGHLIN, et

15



al., 1991 e 1993; HAMBURGER, et al.,1991; ALBERTON, 2002; NOLDIN &
CECHINEL, 2003; GONZALES et al., 2007).

Podem ser observadas a validade e confiabilidade deste bioensaio, onde a
toxicidade para A. salina convergiu para as fracdes que continham uma substancia
reconhecidamente ativa, o que demonstra a sensibilidade da metodologia
(SIQUEIRA, BOMM & PEREIRA, 1998).

O bioensaio utilizando este organismo foi inicialmente proposto por Michael e
colaboradores (1956), onde se avaliou a citotoxicidade de inseticidas. Segundo
Meyer et al. (1982), o ensaio de toxicidade utilizando Artemia salina é um ensaio
biolégico rapido, de baixo custo, ndo requer ambiente asséptico, utiliza um grande
namero de organismos para validacdo estatistica, ndo requer equipamentos
especiais e a quantidade de amostra é relativamente pequena (2 - 20mg). O teste,
entdo, permite a avaliacdo de metabolitos e extratos toxicos e também a
determinacdo de sua concentracdo em que a porcentagem de mortalidade seja de
50% dos individuos (CLsg) (GONZALES et al., 2007).

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina
com atividades como antifungica, viruscida, antimicrobiana, entre outras (MacRAE et
al., 1988).

2.4.2. Cultivo Celular

Uma das caracteristicas da maioria dos animais € que eles sdo multi ou
pluricelulares. Com essa multicelularidade vem a especializacao das células. Em um
organismo multicelular, cada célula ndo desempenha todas as atividades
necessarias a sobrevivéncia do organismo. No entanto, a maioria das células em
organismos superiores possui muitas organelas e vias metabdlicas em comum, cada
célula é também unica expressando alguns desses componentes a fim de cumprir
uma funcdo especifica no organismo. O resultado dessa especializacdo ou
diferenciacdo celular é que os animais vertebrados possuem mais de 100 tipos
diferentes de células, cada qual com caracteristicas especificas como tamanho,
formato, estrutura e funcdo (UNCHERN, 1999).

Muitas células animais, com cuidados especiais, podem ser induzidas a
crescer fora de seus 6rgaos ou tecidos de origem. Células isoladas, tecidos e érgdos
podem crescer quando sdo mantidos a temperaturas definidas usando incubadora,

meio suplementado com nutrientes para célula e fatores de crescimento. A cultura in
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vitro de oOrgaos, tecidos e células € coletivamente conhecida como cultura de
tecidos, e € usada em muitas areas da ciéncia (UNCHERN, 1999).

O ano de 1907 é considerado um marco do inicio dos cultivos de células
animais, com 0 sucesso dos experimentos de Ross Harrison, que descreveu a
manutencdo e o crescimento de células nervosas em suspensao por um periodo
superior a 30 dias (KRETZMER, 2002).

Em 1949, Enders, Weller e Robbins mostraram ser possivel a obtencdo de
uma linhagem de poliovirus em culturas primarias de tecidos ndo-neurais. Isso
permitiu a propagacdo de grandes volumes de virus e atenuacao do poliovirus para
uso em vacinas (JUBELT & LIPTON, 1989).

Cinco anos depois, a primeira vacina de uso humano contra poliomielite
obtida em cultura de células de rins de macaco foi licenciada. Segundo Butler
(2005), até o ano de 2005 havia mais de 30 biofarmacos licenciados, entre eles
proteinas recombinantes, anticorpos monoclonais e produtos baseados em &cidos
nucléicos obtidos através de cultura de células animais.

O cultivo de células animais tem sido largamente utilizado pela industria
biotecnoldgica para sintetizar produtos, que sdo em sua grande maioria, destinados
a area de saude humana e animal. A combinacdo de diversos fatores como a
composi¢do do meio de cultivo, a densidade do in6culo celular e o tipo de suporte
para adesédo celular (no caso de células aderentes) sdo essenciais para 0 sucesso
do cultivo in vitro das células animais. Também se destacam a temperatura, o pH, a
pressao osmotica, a agitacdo e a concentracdo de oxigénio dissolvido como fatores
que influenciam o cultivo celular (MITSUHASHI, 1989).

Os produtos de células animais sao tipicamente moléculas de massa molar
elevada (em muitos casos proteinas), que podem ser classificados em cinco
categorias segundo Augusto e Oliveira, 2001:

- Substancias imunobioldgicas (como vacinas virais, anticorpos monoclonais e
citocinas); bioinseticidas (exemplo: baculovirus);

- Enzimas (como asparaginase, colagenase, citocromo P450, fatores
sanguineos VII, VIII e IX, pepsina, renina, tripsina e uroquinase);

- Hormoénios de cadeias longas (com 50 a 200 residuos de aminoéacidos,
como os hormdnios luteinizantes, coridnico, foliculo estimulante);

- Células propriamente ditas, utilizadas como fonte para a extracdo de

enzimas e hormonios, em testes toxicolégicos, como substrato para sistemas de
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bioensaios, como ferramenta de selecao para agentes antitumorogénicos, antivirais
e antidotos de drogas, como tecido artificial e outras aplicagdes.

Os diferentes tipos de células que podem crescer em cultura incluem
elementos conectores de tecidos como os fibroblastos, tecido 6sseo (osso e
cartilagem), muasculos cardiaco e liso, tecido epitelial (figado, rim, pele, bexiga),
células neuronais (células da glia e neurbnios, no entanto, estes ndo podem se
proliferar in vitro), células endocrinas (adrenal, pituitaria, células pancreéticas),
melandcitos e varios tipos diferentes de células tumorais. O desenvolvimento dessas
técnicas de cultura de tecidos tem muito a contribuir com as duas principais linhas
de pesquisa na area médica: pesquisa sobre cancer e virologia, bem como no
desenvolvimento da biotecnologia (UNCHERN, 1999).

As culturas podem ser derivadas de tecidos adultos ou de tecidos
embrionarios. Sendo que as culturas de tecidos embrionarios geralmente
sobrevivem e crescem melhor que aquelas que foram tiradas de tecidos adultos.
Tecidos de quase todas as partes do embrido sao facilmente cultivaveis, visto que
tecidos de adultos sdo geralmente dificeis quando ndo impossiveis de serem
cultivados. Isso reflete claramente o baixo nivel de especializacdo e presenca de
precursores de replicacdo ou células pluripotentes (stem cells) no embrido. Tecidos
adultos geralmente tém uma baixa fracdo de crescimento e uma grande proporcao
de células especializadas nao replicantes, geralmente mais estruturada, e com
matriz extracelular menos desagregada. A iniciacdo e propagacdo sao mais dificeis
e o periodo de sobrevivéncia desse tipo de cultura é geralmente menor (UNCHERN,
1999).

Exemplos de linhagens largamente usadas sdo as varias linhagens 3T3
(fibroblastos de embrido de camundongo), L929 (fibroblastos de tecido conectivo de
adipdcitos obtidos de camundongos machos adultos com 100 dias de idade) e MRC-
5, e fibroblastos de rim de feto humano. Células derivadas de mesoderme
(fibroblastos, endotélio, mioblastos) sdo mais facilmente cultivados do que tecidos
epiteliais, neuronais ou enddcrinos mas isso pode explicar o extenso uso de culturas
de fibroblastos durante os primeiros anos do desenvolvimento da cultura de células
devido a células de mesoderme apresentarem fatores mitogénicos no soro
(UNCHERN, 1999; RJCB Collection, 2006).
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2.5. Familia Fabaceae

A familia Fabaceae (Leguminosae) pertence a divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Fabales e compreende trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. Apresenta distribuicdo
cosmopolita, incluindo cerca de 727 géneros e aproximadamente 19.325 espécies,
distribuidos em 36 tribos, representando uma das maiores familias de
Angiospermas, € também uma das principais do ponto de vista econémico. No Brasil
ocorrem cerca de 175 géneros e 1.500 espécies. A familia encontra-se dispersa em
regides frias, temperadas e tropicais, especialmente, nas regides subtropicais e
tropicais segundo Joly (1998) (CRONQUIST, 1981; ENGLER, 1964; LEWIS et al.,
2005; SOUZA & LORENZI, 2008).

Os estudos filogenéticos ainda ndo foram suficientes para a elaboracédo de
uma classificacdo aceitavel para as subfamilias em Fabaceae. No entanto, é
evidente que as subfamilias Mimosoideae e Faboideae (Papilionoideae) séo
monofiléticas, enquanto Caesalpinioideae € claramente parafilética (SOUZA &
LORENZI, 2008).

A América tropical é o maior centro de diversidade de Fabaceae e suas
espécies estdo representadas nos trépicos Umidos, nas regiées temperadas, nas
zonas éridas, na vegetacdo de altitude ou montanhosa, nas savanas, nas florestas
de terra firme da regido Amazonica e nas terras baixas inundadas, como os igap0s e
varzeas, com excec¢ao das regides articas e antarticas. A Figura 5 mostra esta vasta
distribuicdo das Fabaceae (SILVA & SOUZA, 2002; BURKART, 1943).
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Figura 5: Mapa de distribuicdo da familia Fabaceae (Fonte: Missouri Botanical Garden, 2011)
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Esta familia apresenta-se como ervas, arbustos, arvores ou lianas; possui
folhas alternas, raramente opostas, geralmente compostas, com estipulas, as vezes
transformadas em espinhos, frequentemente com nectarios extraflorais;
inflorescéncia geralmente racemosa; flores vistosas ou nao, geralmente
bissexuadas, actinomorfas ou zigomorfas, ocasionalmente assimétricas, diclamideas
ou raramente monoclamideas; calice geralmente pentamero, dialissépalo ou
gamossépalo, prefloragdo imbricada ou valvar, pétalas semelhantes entre si ou
diferenciadas em carenas ou quilhas (inferiores), alas ou asas (medianas) e vexilo
ou estandarte (a superior diferente de todas as outras); estames geralmente em
namero duplo ao das pétalas, livres ou unidos entre si, anteras rimosas ou
raramente poricidas; disco nectarifero geralmente presente; ovario supero,
unicapelar, muito raramente 6 — 12 capelar e dialicapelar, placentacdo marginal, com
ovulos de um a numerosos; fruto geralmente do tipo legume, mas também de outros
tipos como drupa, samara, foliculo, craspédio ou lomento (SOUZA & LORENZI,
2008).

Sementes, folhas, raizes e flores de algumas espécies da familia Fabaceae
fornecem alimentos ricos em proteina para 0 homem e animais, além de
compreender espécies produtoras de madeiras, de corantes como o brilhante indigo
blue de algumas espécies de Indigofera L. e o vermelho vivo de Caesalpinia
echinata Lam. — o pau-brasil, e também medicinais, como anti-helmintico (espécies
do género Andira), e inseticidas. Outra importante aplicacdo é na adubacao verde,
considerando a capacidade de algumas espécies associarem-se a bactérias
fixadoras de nitrogénio (Rhyzobium), por exemplo, o feijao-guandu (Cajanus cajan
(L.) Millsp.) e a alfafa (Medicago sativa L.). E também a principal familia utilizada na
arborizacdo urbana no Brasil, algumas espécies sdo utilizadas como cercas-vivas,
com destague para o sansdo-do-campo (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) (MATOS,
1979; CORREA, 1984; SILVA et al., 2003; LEWIS & OWEN, 1989; SOUZA &
LORENZI, 2005; SOUZA & LORENZI, 2008).

Quimicamente, a familia Fabaceae é caracterizada pelo numero de
ocorréncias de flavonoides, particularmente isoflavonoides antimicrobianos em suas
espécies. Cerca de 28% do total de flavonoides e 95% de todas as estruturas
agliconas isoflavonoidicas conhecidas no reino vegetal sdo produzidos pela familia
(DUFFUS & DUFFUS, 1991; HEGNAUE & GRAYER-BARKMEIJER, 1993; GRAYER
& KOKUBUM, 2001).
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Hegnaue & Grayer-Barkmeijer (1993) destacaram além dos flavonoides, os
polissacarideos amido, galactomananas e amiloide, comumente encontrados em
sementes de Fabaceae sao fatores essenciais na caracterizacdo taxonémica desta
familia. Ressaltam também que com excecdo das tribos Phaseoleae, Vicieae,
Cicereae e Swartzieae, em outras tribos da subfamilia Papilionoideae a ocorréncia
de amido é irregular ou ausente, e no armazenamento de grdos de amido,
Caesalpinioideae € uma excec¢do. Enquanto na subfamilia Mimosoideae a situagéo é
semelhante, embora o armazenamento de grdos de amido em sementes ocorre um
pouco mais frequentemente. A presenca de grandes quantidades de amiloide é
restrita as tribos Detarieae e Amherstieae da subfamilia Caesalpinioideae, sendo por
isso, considerado como uma ferramenta chave na distingao destas tribos.

Além disso, a familia é caracterizada pela presenca de alcaloides
cardioativos, alcaloides com atividade bloqueadora neuromuscular transitoria,
lectinas usadas no tratamento de gastroenterites, nauseas e diarréia em humanos e
gatos. Também podem ser encontrados taninos, isoflavonas, alguns glicosideos
cianogénicos e cristais de proteinas. Harborne (1999) relata que nas décadas de 70
e 80 relacionaram-se 500 tipos diferentes de fitoalexinas (substancias produzidas
pelo vegetal em resposta a uma infeccédo por um agente patogénico) em espécies de
Fabaceae, o que contribuiu para o conhecimento quimiotaxonémico desta familia.
Através desses estudos ficou confirmado que apenas essa familia botanica possui
esses metabdlitos de defesa com tamanha variedade estrutural, o que permite
utiliza-los como marcadores filogenéticos (DUFFUS & DUFFUS, 1991; GRAYER &
KOKUBUM, 2001; TANAKA et al., 2001).

A subfamilia Papilionoideae € a maior entre as subfamilias de Fabaceae,
sendo constituida de 31 tribos, 440 géneros que englobam aproximadamente 12.000
espécies. A maioria dos géneros contém 100 ou mais espécies. De acordo com as
caracteristicas morfologicas, € considerada a subfamilia mais evoluida. Tem sua
distribuicdo no mundo todo, mas as arvores sdo mais representativas nos tropicos e
hemisfério sul, enquanto arbustos e as espécies herbaceas estdo concentradas na
zona temperada, principalmente na regidao Mediterranea (HUTCHINSON, 1967; HU
et al., 2000; HARBORNE et al., 1971; BARROSO, 1991; HEYWOOD, 1993).

Entre as espécies pertencentes a subfamilia Papilionoideae com importancia
ecologica ou econbmica estdo Trifolium repens e Medicago sativa, que sao
utilizadas como fertilizantes. A induUstria emprega como corante a tintura amarela

extraida de ramos, folhas e flores de Genista tinctoria. Alguns géneros possuem
21



espécies altamente apreciadas como planta ornamental em paises tropicais e
temperadas, como: Lupinus, Baptisia e Wisteria. Entre as espécies conhecidas como
fonte alimenticias estdo grédo de bico (Cicer arietinum), ervilha (Pisum sativum),
feijdo (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine max), lentilha (Lens culinaris), entre outras
(HEYWOOD,1993).

As raizes, folhas, frutos e sementes de muitas espécies desta subfamilia
possuem diversas propriedades medicinais, com as do género Dioclea, uma
importante fonte de aminoacidos nao protéicos, L-Dopa, usados no tratamento do
mal de Parkinson. O suco de espécies do género Vatairea € usado na cura de
impigens, as sementes de Dipteyx punctata sdo usadas no tratamento de
pneumonia, entre outras (RIBEIRO et al., 2002).

Estudos fitoquimicos de espécies pertencentes a esta subfamilia mostram a
presenca de diversos metabdlitos secundarios, como isoflavonas, terpenos
(incluindo O6leos essenciais, diterpenos - eficientes no tratamento de
esquistosomose, fitoesterol, triterpenos e saponinas), antraquinonas, alcaloides
piperidinicos e pirrolidinicos, cumarinas, glicosideos cianogénicos, taninos
hidrolisaveis e condensados, além de outras substancias (BRAS FILHO et al., 1971;
MAHJAN & MONTEIRO, 1972; DOS SANTOS FILHO et al.,, 1972; GALIRA &
GOTTLIEB, 1974; FASCIO et al.,, 1975; ELBEIN et al., 1984; SEIGLER, 2003;
CUNHA, 2005; VIEGAS JR. et al., 2006)

2.6. Género Andira

O género Andira compreende o grupo de plantas popularmente conhecidos
por angelins, representado por mais de 30 espécies distribuidas na América
Tropical, com uma espécie na Africa, sendo a maioria originaria do Brasil onde foram
encontradas 27 espécies e 7 variedades. O maior nimero de espécies se encontra
na Amazonia (MATOS, 1979; PENNIGTON & LIMA, 1995).

No Brasil, as espécies do género Andira tém diversos nhomes vulgares como:
A. cuyabensis e A. parvifolia (angelim mata-baratas), A. humilis e A. vermifuga
(angelim do campo, angelim amargoso), A. parviflora (sucupira-vermelha), A. pisonis
(angelim-pintado, angelim penima), A. legalis (angelim-coco, urarema), A. anthelmia
(angelim da folha larga, angelim da folha grande), A. unifoliolata (angelim-preto, pau
de morcego, sucupira-chorona), A. fraxinifolia (angelim-doce, angelim do mato,

mata-baratas, pinhdo do mato, pau mamona do mato).
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As espécies do género Andira, como: A. legalis, A. cuyabensis, A. paniculata,
A. parvifolia, A. fraxinifolia, A. pisonis, A. anthelmia e A. vermifuga possuem elevado
valor econémico pelas caracteristicas de sua madeira, considerada forte e
apropriada para construcdo naval, obras expostas, esteios, postes, dormentes,
carrocaria, tanoaria e carpintaria (CORREA, 1926).

Esse género foi utilizado na Europa por suas propriedades vermifugas desde
1755, por médicos e farmacéuticos de diversos paises que preconizavam a
industrializacdo das cascas, transformando-as em p0o, com o qual procuravam obter
uma droga de aplicacdo anti-helmintica. Na América esse principio medicinal ja era
conhecido. No Brasil, usavam-se as améndoas (sementes) pulverizadas, enquanto
no Suriname era usada a casca pulverizada em chas para expelir os vermes.
Algumas espécies que pertencem ao género Andira ainda sao utilizadas
popularmente para este fim, apesar de seus efeitos toxicos (MATOS, 1979;
CORREA, 1984; SILVA et al., 2003).

Poucos sdo os estudos fitoquimicos das espécies do género Andira. O
trabalho de Silva et al. (2003), mostrou o potencial anti-helmintico dos extratos
brutos de A. anthelmia e A. fraxinifolia, e posteriormente, Da Silva et al. (2008)
demonstraram que alguns flavonoides isolados de A. anthelmia podem ser
responsaveis pela acéo anti-helmintica.

Ja Kraft et al. (2002) caracterizaram dois pterocarpanos e um benzofurano de
A. inermis. Em 2000 e 2001, respectivamente, 0 mesmo grupo de pesquisa
caracterizou isoflavonas e os compostos fendlicos andinermal A-C da mesma
espécie, e todas as substancias apresentaram atividade antiplasmodial para cepas
sensiveis e resistentes a cloroquina.

Silva et al. (2006) caracterizaram compostos fendlicos e terpenoides de raizes
de A. fraxinifolia. J& Silva Junior et al. (2010) fizeram um estudo preliminar (atividade
citotoxica e genotdxica) do extrato etandlico das raizes de A. cuyabensis, que é

usado popularmente como vermifugo, antifingico e hipoglicemiante.

2.7. Andira retusa (Poir.) Kunth

s

A espécie Andira retusa (Poir.) Kunth € uma Fabaceae, da subfamilia
Papilionoideae, da tribo Dalbergieae DC., tem como sinonimias Andira surinamensis
(Bondt) Splitz ex Pulle (1906), Geoffrea surinamensis Bondt (1788) e Geoffrea retusa
(1797) (MATOS, 1979).

23



Segundo Amshoff (1939), a espécie € uma arvore com até 20 metros de
altura, com ramos novos acastanhados, espiculas pequenas com 3 mm e caducas,
9 a 11 foliolos de 6 a 9 cm (podendo chegar a 12 cm) de comprimento por 2,8 a 4,6
(podendo chegar a 6 cm de largura, oblongos, ovados, cartaceos, glabros na face
superior e pubérulos na inferior, apice obtuso, retuso ou em<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>