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FERNANDES, Rachel de Moura Nunes. BIOPROSPECCAO FITOQUIMICA,
TOXICIDADE E ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTICOLINESTERASICA DE
EXTRATOS DA PARKIA PLATYCEPHALA (BENTH.). 2023. 155 f. Tese (Doutorado em
Biodiversidade e Biotecnologia) - Universidade Federal do Tocantins, Palmas, 2023.

RESUMO

Apesar de ser historico o uso de plantas com fins terapéuticos no Brasil, o avango nas pesquisas
que justifiquem tais efeitos farmacologicos ainda ¢ infimo diante da vasta flora nacional. Com
a perspectiva da indicacdo da espécie Parkia platycephala no tratamento da Doenca de
Alzheimer, realizou-se duas metodologias de extragdes a quente (hidroetandlica e sequencial)
da folha, casca, flor e semente desta espécie, para realizar a bioprospeccao quimica
(cromatografia liquida “LC”, cromatografia gasosa “ CG”), determinar a capacidade
antioxidante (DPPHe), a atividade anticolinesterasica (Ellman) e a toxicidade (Artemia salina,
Allium cepa) destes extratos. Os extratos brutos da folha (LE), casca (BE), flor (FE) e semente
(SE) da Parkia platycephala foram obtidos apds extracao hidroetandlica em refluxo (Soxlhet),
utilizando solucdo etanolica (70%) pelo periodo de Sh. A extragdo sequencial, teve inicio com
solvente hexanico sob refluxo durante Sh. Ap6s 12h de secagem em capela, a mesma amostra
passou por nova extracdo com solvente metanolico. Repetiu-se a metodologia, para finalizar a
extragcdo com solugdo etandlica (70%). Assim obtiveram-se os extratos metanolicos e etandlicos
da folha (LEM, LEE), da casca (BEM, BEE), da flor (FEM, FEE) e da semente (SEM, SEE),
respectivamente. As presencas de taninos, flavonoides, saponinas, fitoesterois/triterpenoides e
alcaloides foram detectadas na triagem fitoquimica de ambas as metodologias. A atividade
antioxidante dos extratos, sofreu influencia das metodologias, principalmente para o extrato
etanolico da casca, com capacidade antioxante (ICs50=10,69 + 0,35 ug. mL ') superior ao padrio
rutina (ICs0=15,85 + 0,08pg. mL™!). A caracterizagio quimica dos extratos sequenciais, indicou
uma diversidade de compostos, evidenciando-se o urs-12-eno e o 1,2,3 benzenotriol, nos
extratos da folha, o 4cido linoelaidico, o (Z)-9-octadecenamida e o (Z)-7-hexadecenal, nos
extratos da semente, a trilinoleina, a (Z)-9-octadecenamida, nos extratos da casca e o 3-O-metil-
d-glicose e (metilsulfinil)(metiltio)-metano nos extratos da flor. Para os extratos brutos
identificou-se por CG-EM, trés esteroides e dois triterpenoides. A analise por CL-DAD revelou
a presenca de naringina e kaempferol em todas as partes da planta, além de acidos fendlicos (na
folha, casca e flor). Dentre os extratos analisados, a casca e a semente apresentaram os maiores
indices de toxicidade frente a Artemia salina, enquanto em relagdo a Allium cepa, os extratos
da semente inibiram o crescimento radicular a partir de 250 pg. mL!. Apesar de todos os
extratos terem apresentado potencial atividade anticolinesterasica, o extrato bruto da semente e

os extratos sequenciais da flor se destacaram. Concluimos que, os extratos sequenciais



viii
etandlicos apresentaram melhores resultados nos ensaios antioxidante (casca), de toxicidade

(folha) e anticolinesterasico (flor), enquanto o extrato bruto da semente teve destaque na

toxicidade e atividade anticolinesterasica.

Palavras-chave: Fava de bolota; Cromatografia; DPPHe; Artemia salina; Alzheimer.
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FERNANDES, Rachel de Moura Nunes. PHYTOCHEMICAL BIOPROSPECTION,
TOXICITY AND ANTIOXIDANT AND ANTICHOLINESTERASIC ACTIVITIES OF
EXTRACTS FROM PARKIA PLATYCEPHALA (BENTH.). 2023. 155 f. Thesis (PhD in
Biodiversity and Biotechnology) - Federal University of Tocantins, Palmas, 2023.

ABSTRACT

Despite the historical use of plants for therapeutic purposes in Brazil, the progress in research
that justifies such pharmacological effects is still negligible in the face of the vast national flora.
With a view to indicating the Parkia platycephala species in the treatment of Alzheimer's
disease, two methods of hot extraction (hydroethanolic and sequential) of the leaf, bark, flower
and seed of this species were carried out to carry out chemical bioprospecting (liquid
chromatography “LC”, gas chromatography “GC”), determine the antioxidant capacity
(DPPH?e), anticholinesterase activity (Ellman) and toxicity (Artemia salina, Allium cepa) of
these extracts. The crude extracts of the leaf (LE), bark (BE), flower (FE) and seed (SE) of
Parkia platycephala were obtained after hydroethanolic extraction at reflux (Soxlhet), using
ethanolic solution (70%) for a period of Sh. Sequential extraction started with hexane solvent
under reflux for Sh. After 12 hours of drying in a hood, the same sample underwent a new
extraction with methanolic solvent. The methodology was repeated, to finish the extraction with
ethanolic solution (70%). Thus, the methanolic and ethanolic extracts of the leaf (LEM, LEE),
bark (BEM, BEE), flower (FEM, FEE) and seed (SEM, SEE) were obtained, respectively. The
presence of tannins, flavonoids, saponins, phytosterols/triterpenoids and alkaloids were
detected in the phytochemical screening of both methodologies. The antioxidant activity of the
extracts was influenced by the methodologies, mainly for the bark, whose BEE extract
(IC50=10.69 + 0.35 ug. mL™'") showed an antioxant capacity superior to the rutin standard
(IC50=15.85+0.08ug. mL™"). The chemical characterization of the sequential extracts indicated
a diversity of compounds, evidencing urs-12-ene and 1,2,3 benzenotriol, in leaf extracts,
linoelaidic acid, (Z)-9-octadecenamide and (Z)-7-hexadecenal, in seed extracts, trilinolein, (Z)-
9-octadecenamide, in bark extracts and 3-o-methyl-d-glucose and
(methylsulfinyl)(methylthio)-methane in flower extracts. For the crude extracts, three steroids
and two triterpenoids were identified by GC-MS. Analysis by CL-DAD revealed the presence
of naringin and kaempferol in all parts of the plant, in addition to phenolic acids (leaf, bark and
flower). Among the analyzed extracts, the bark and the seed showed the highest levels of
toxicity against Artemia salina, while in relation to Allium cepa, the seed extracts inhibited root
growth from 250 ug. mL'. Although all extracts showed potential anticholinesterase activity,
the crude seed extract and the sequential extracts of the flower stood out. We conclude that the

sequential ethanol extracts showed better results in the antioxidant (bark), of toxicity (leaf) and



anticholinesterase (flower) assays, while the crude seed extract stood out in terms of toxicity

and anticholinesterase activity.

Keywords: Fava de bolota; Chromatography; DPPHe; Artemia salina; Alzheimer.
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APRESENTACAO

Este trabalho esta dividido em nove se¢des, das quais fazem parte Introducdo, Reviséo
Bibliografica, Fluxograma Metodologico, Capitulos (I, 11, 11, 1V, V) e Consideracdes finais.
Esta obra segue 0 modelo regido pela formatagdo “Artigo” do Programa de Pds-graduacdo em
Biodiversidade e Biotecnologia (PPG-BIONORTE).

Inicialmente, apresentamos um panorama geral sobre o tema do Projeto de Tese através
da introducdo, objetivos e referencial bibliografico. Em seguida, foi desenvolvido um
fluxograma para melhor compreensdo de toda metodologia utilizada neste trabalho.

Nas secdes “Capitulos”, relatamos os resultados obtidos com esse Projeto, durante os
anos de 2019 a 2022. Destacamos que cada capitulo segue, especificamente, as regras do
periddico de publicacéo.

O Capitulo I € um artigo de revisdo sistematica, referente ao tema: Plantas do Cerrado
e Alzheimer, cujo objetivo foi realizar um levantamento de estudos com extratos vegetais de
plantas do Cerrado, com capacidade inibidora da acetilcolinesterase. Tal artigo foi publicado
na Revista Desafios, volume 7, nimero 3, em 04 de agosto de 2020.

O Capitulo Il, tem como titulo: “Fitocomponentes, avaliacdo da atividade
anticolinesterasica e toxicidade de extratos hidroetanolicos da Parkia platycephala (Benth.)”, e
aborda os resultados obtidos para os extratos brutos da folha, casca, flor e semente da Parkia
platycephala, obtidos a partir da extracdo hidroetandlica (70%). Este artigo foi publicado no
Journal of the Brazilian Chemiscal Society, volume 33, nimero 12, em 24 de maio de 2022.

O Capitulo 11l intitulado como: “Investigacdo quimica, potencial toxico e efeito
inibidor da acetilcolinesterase dos extratos da folha e semente da Parkia platycephala”, refere-
se aos resultados dos extratos obtidos por extracdo sequencial (hexanica, metanolica, etandlica)
da folha e semente da Parkia platycephala. Este artigo foi publicado na revista Journal of
Medicinal Plants Research, volume 15, niamero 9, em 10 de setembro de 2021.

O Capitulo 1V denominado como: “Parkia do cerrado: bioprospeccdo fitoquimica,
toxicidade e bioatividades in vitro dos extratos da casca e flor”, refere-se aos resultados dos
extratos obtidos por extracdo sequencial (metanolica, etandlica) da casca e flor da Parkia

platycephala. Artigo submetido na Revista Anais da Academia Brasileira de Ciéncias.
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O Capitulo V designado como: “Efeitos da extragdo hidroetandlica e sequencial sobre

0 potencial toxico dos extratos de diferentes partes da Parkia platycephala do cerrado

tocantinense”, aborda os resultados de toxicidade frente a Allium cepa dos extratos brutos,

metanolicos e etandlicos da folha, casca, flor e semente da Parkia platycephala. Este artigo foi

publicado na Revista Research, Society and Development, volume 11, nimero 2, em 04 de
fevereiro de 2022.

Por fim, os dados aqui observados, enfatizam o potencial desta espécie vegetal do

cerrado, que responde positivamente as adversidades do meio, podendo, de forma sustentavel,

ser muito Gtil para o tratamento e prevencao de varias enfermidades humanas.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo capazes de sintetizar compostos para sua sobrevivéncia, seja para as
atividades bésicas, através do metabolismo primério, seja para sua defesa, através do
metabolismo secundéario (ZDUNSKA et al., 2018). A relacdo intrinseca do metabolismo
secundario com as condicOes de estresse biotico e abidtico do meio, origina ativos bioldgicos
notaveis (WINK, 2008; YANG et al., 2018), e foi através destes compostos, que ha muitos e
muitos anos, as popula¢fes mais tradicionais, buscaram nas plantas, um alivio ou a cura de
doengas e o controle de pragas (NEWALL et al., 2002). Esse uso terapéutico das plantas,
permanece ativo e crescente, seja nas comunidades mais carentes, devido aos elevados custos
dos medicamentos alopaticos, seja na comunidade cientifica e farmacéutica, que além do
estimulo ao uso seguro da medicina tradicional e medicina complementar, também buscam a
producdo de medicamentos fitoterapicos (ARGENTA et al., 2011).

Nesse panorama, as pesquisas com espécies vegetais do bioma Cerrado tornam-se cada
vez mais proeminentes (COLLI et al., 2020), pois 0 mesmo é composto por 40% de flora
endémica (SILVEIRA et al., 2015). Além disso, as condi¢cbes edafoclimaticas da regido sdo
responsaveis pelo cenario de competicdo existente entre a sua flora, resultando em uma enorme
variabilidade fitofisionémica (IBGE, 2007; RONDON NETO et al., 2010) e fonte riquissima
de diferentes moléculas de metabdlitos secundarios (BAILAO et al., 2015; ROCHA et al.,
2022).

Uma espécie da regido do Cerrado bastante exotica, que desperta interesse na obtencao
de novos ativos bioldgicos, é a Parkia platycephala Benth. (P. platycephala), comumente
conhecida como fava de bolota (CHAVES et al., 2020). Definida por Hopkins (1986) como a
Parkia do Cerrado, um exemplar do género Parkia, género este que apresenta uma variabilidade
taxonémica nas florestas tropicais da bacia Amazodnica. Completamente adaptada ao bioma
Cerrado a P. platycephala suporta flutuagbes de temperaturas e outras adversidades, tanto que
realiza seu processo de reproducdo (floracdo e frutificagdo) em plena escassez hidrica
(BULHAO e FIGUEIREDO, 2002; SILVA et al., 2017).

Mesmo produzidos mediante estresse hidrico, os frutos da P. platycepahala séo bastante
utilizados na alimentagé@o de ruminantes, por apresentarem elevados teores de carboidratos ndo
fibrosos (68%) (ALVES et al., 2007). Tal conhecimento despertou o interesse farmacoldgico

sobre a vagem e a semente da P. platycephala para o trato gastrointestinal de animais (SILVA,
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R. et al., 2019; CAVADA et al., 2020), que foi expandido também para as folhas da espécie
(FIGUEIREDO et al., 2020), sem focar na caracterizacdo quimica dos extratos.

A analise quimica de uma espécie vegetal é extremamente importante, principalmente
quando se almeja fazer o uso medicinal de uma espécie endémica, pois quanto maior a
explanagdo, maior a capacidade de associar a obtencdo de farmacos ao planejamento das
medidas de cultivo, manejo e extrativismo sustentavel (ABDALA e CARLOS, 2020).

Nesse intuito, as pesquisas com ativos biologicos naturais avangam rumo a patamares
mais especificos e desperta a ansia por respostas a enfermidades que ainda apresentam efeitos
e causas incompreendidos. Habitualmente, a primeira avaliacdo de um extrato vegetal é
verificar sua capacidade antioxidante, ou seja, o potencial inibidor sobre as espécies reativas de
oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN), que sdo diretamente relacionados a varias
enfermidades (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2014). Através do efeito inibidor dessa
oxidagdo, pode-se prevenir, tratar e até mesmo sugerir tais extratos vegetais no combate a essas
moléstias (TELES et al., 2015; CUNHA et al, 2016).

Vaérios pesquisadores afirmam que as ERO’s atuam na progressdo da Doenca de
Alzheimer (DA), ndo sendo possivel, ainda, comprovar o estresse oxidativo como causador
desta doenca (BIAZOTTO, 2014). Nessa incerteza, as pesquisas referentes a DA abordam
algumas etiologias, dentre as quais, destacamos a hipétese colinérgica, que indica a ezima
acetilcolinesterase como a responsavel pela desativacdo do neurotransmissor acetilcolina,
desencadeando efeitos no sistema nervoso central, tais como perda de memoria e de funcdes
cognitivas (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2014).

Para controle desse equilibrio, é indicado o uso de anticolinesterasicos, que sdo
compostos capazes de inibir a aceticolinesterase (ARAUJO et al., 2016). Atualmente o
principal inibidor desta enzima, € um medicamento de origem natural (LI et al., 2019),
entretanto, em virtude da elevada demanda deste composto, novos inibidores naturais estéo
sendo pesquisados (SANTOS et al., 2020).

Apesar do beneficio das plantas medicinais, deve-se enfatizar que o estudo
farmacogndstico, em via de regra, inicia-se pelo conhecimento popular, passa pelo
levantamento etnofarmacologico e pela prospecgéo fitoquimica, entretanto, é necessario incluir
etapas de testes de toxicidade, visando garantir a seguranga do uso de quaisquer especies,
avaliando os efeitos prejudiciais das substancias quimicas aos organismos vivos.

Para 0 monitoramento prévio da toxicidade em extratos vegetais € comum a realizacao
de bioensaios, que séo testes com alta sensibilidade, rapidez e acessibilidade. Um dos testes,

bastante comum, analisa a caracteristica fitotoxica do vegetal, ou seja, através da influéncia de
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um corpo sobre outro, utilizando como alvo a Allium cepa, que indica se um fator quimico
testado pode ser um risco a satide humana (MERCADO e CALENO, 2020). Ha também teste
de toxicidade de extratos vegetais com Artemia salina (ALVES et al., 2000; REIS, 2011;
SIMOES e ALMEIDA, 2015), que indicam efeitos toxicos semelhantes nos humanos, além de
indicar potencial atividade pesticida, antimicrobiano e antitumoral dos extratos vegetais
avaliados (HARADA, 2009; BOSE et al., 2011).

Diante do exposto, devido a busca por novos agentes anti-Alzheimer e a escassez de
estudos sobre espécies do bioma Cerrado, foram conduzidas analises dos extratos da folha,

casca, flor e semente da Parkia platycephala.
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1.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a bioprospecc¢éo fitoquimica e avaliar o potencial medicinal dos extratos da

folha, casca, flor e semente da Parkia platycephala.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Realizar a caracterizacdo dos metabolitos secundarios dos extratos da folha, casca, flor
e semente da Parkia platycephala;

v Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos da folha, casca, flor e semente
da Parkia platycephala;

v Determinar o potencial de inibicdo da acetilcolinesterase dos extratos da folha, casca,
flor e semente da Parkia platycephala;

v Determinar a toxicidade dos extratos da folha, casca, flor e semente da Parkia

platycephala.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais sdo definidas como: “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais Orgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos” (OMS, 1998). A crenca no poder terapéutico das
plantas advém de uma cultura milenar, entretanto, apenas em 1978, com a Declaracdo de Alma-
Ata, que enfatizava a necessidade dos cuidados primarios de salde, foi verdadeiramente
reconhecido, pela Organizacdo Mundial da Saude, o poder medicinal das plantas (OMS, 1979).
Logo em seguida, a OMS, instituiu o Programa de Medicina Tradicional, com o objetivo de
facilitar a integracdo da medicina tradicional e da medicina complementar alternativa nos
sistemas nacionais de atencédo a saude.

No Brasil, tal integracéo, iniciou-se ap6s a criagdo do Sistema Unico de Satde (SUS)
em 1990, e efetivamente estabeleceu diretrizes na area de plantas medicinais e saude publica,
em 2006 com a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 1990; 2006a;
2006b). Em paralelo ao avango das pesquisas e tecnologias, foi instituida a Lei n® 13.123 de
2015, definida como a Lei da Biodiversidade, que implementou o0 acesso ao patrimonio
genético, ao conhecimento tradicional associado e a reparticdo de beneficios, preconizando
regras mais claras e simples, com abordagens menos burocraticas e capazes de estabelecer um
ambiente de tranquilidade e de seguranga juridica (BRASIL, 2013).

A perspectiva mundial, em 2019, indicava que aproximadamente 65% dos
medicamentos terapéuticos modernos disponiveis eram derivados de fontes naturais, de plantas
e/ou microorganismos, percentual esse que, supera 84% quando se analisava o setor oncologico
(NEWMAN e CRAGG, 2020). Apesar de tal estatistica, a representatividade dos fitoterapicos
brasileiros era de 5% frente ao mercado global (DUTRA et al., 2016; CALIXTO, 2019), mesmo
0 pais possuindo diversidades biologicas e muitas especies endémicas (cerca de 40 mil espécies
vegetais) (BFG, 2021).

Apos a implementacdo da Lei da Biodiversidade, observou-se uma crescente resposta
no sentido quantitativo em relagdo ao numero de atividades com espécies vegetais regularizadas
no Brasil, sendo que dentre os anos de 2002 e 2015, a maior quantidade de solicitacdes de

acesso ao Patrimonio Genético Nacional ou aos Conhecimentos Tradicionais Associados (83)
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foram realizadas no ano de 2015, mas apenas 57 autorizagOes de acesso foram concedidas.
Entretanto em 2017, verificou-se um acréscimo de aproximadamente 300% nas atividades de
acesso ao Patrimdnio Genético Nacional ou ao Conhecimentos Tradicionais Associados
(BRASIL, 2020). Dados mais recentes, ratificam a continuidade do efeito positivo durante 0s 5
anos consecutivos a referida lei (SOUZA e SILVA, 2021).

Segundo o Anuério Estatitico do Mercado Farmacéutico Brasileiro, o faturamento deste
mercado em 2019, foi proximo aos R$ 86 bilhdes de reais, destes R$ 333 milhdes de reais, séo
referentes a 71 medicamentos fitoterapicos que sdo comercializados no pais (ANVISA, 2021).
Esse panorama, também é favorecido pela acessibilidade a alguns fitoterapicos, oportunizados
pelo Ministério da Saude, onde apenas na cidade de Sao Paulo, o fornecimento desses produtos
cresceu 662% entre 2015 e 2019 (SILVA et al., 2022).

Atualmente, o Sistema Unico de Salde (SUS) disponibiliza gratuitamente para a
populacdo, 12 medicamentos em 14 estados, totalizando 2.160 unidades de salde, entretanto
apenas 2 destes fitoterapicos sdo nativos brasileiros, Mikania glomerata Spreng. (guaco) e
Maytenus ilicifolia Mart.ex Reissek (espinheira santa), sendo o guaco indicado para sintomas
gripais (indicacdo para diabéticos) e a espinheira santa para Uulceras e gastrites
(AGENCIABRASILIA, 2021; SILVA et al., 2022). Além desse acesso, é importante também,
ressaltar o programa Farmacia Viva, cujo objetivo é incentivar um modelo de salde que
aproxima a populacdo dos seus valores tradicionais de uso de plantas medicinais, através da
dispensacdo de fitoterdpicos, realizada sob prescricdo de profissional de salde habilitado
(BRASIL, 2021).

Esse programa foi instituido pela Portaria n® 886/2010, para se “realizar as etapas de
cultivo, coleta, processamento, armazenamento de plantas medicinais, preparacdo e
dispensacdo de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais e fitoterapicos” (BRASIL,
2010). Através da Farmécia Viva, pdde-se aumentar a diversidade dos medicamentos
disponiveis no SUS, adaptando os xaropes, pomadas, lambedores, tinturas e até sabonetes, com
os costumes e tradicGes locais, evitando assim a perda da geograficidade das plantas,
particularidade cultural e simbélica do seu uso (CASTRO e LEDA, 2021).

O programa apresenta boa aceitabilidade tanto que o Ministério da Saude, somente em
2020, investiu cerca de R$8 milhdes em projetos de melhoria para estruturar as Farmécias Vivas
(BRASIL, 2021). Tais investimentos, sdo perceptiveis, na modernizacdo de parques industriais,
como é o caso do estado da Bahia, que adotou a producédo de fitoterapicos, como alternativa
secundaria ao processo produtivo de medicamentos alopaticos, tornando-se assim, dentre 0s

estados brasileiros participantes desse programa, o lider do ranking no uso terapéutico de
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plantas (CASTRO e LEDA, 2021). Os estados de S&o Paulo, Goias e Minas Gerais também sio
destague na quantidade de industrias farmacéuticas que produzem fitoterapicos. Ressalta-se que
0s estados supracitados tém em comum, em parte ou totalidade, a biodiversidade do bioma
Cerrado, bioma denominado como “farmadcia verde”, por esconder entre suas arvores de cascas
grossas e troncos retorcidos, centenas de ativos de plantas medicinais imprescindiveis para a
salde dos seres humanos (PENA, 2019).

O acervo empirico das plantas medicinais do Cerrado é grandioso devido a sua
geograficidade, que corta o Brasil de norte a sul, caracteristica que também eleva o nivel de
endemismo dos vegetais, despertando cada vez mais o interesse por essa regido (BARBOSA,
2017). A manutencéo deste acervo empirico e a protecdo do Cerrado sdo diretrizes dos povos
tradicionais que habitam cada um dos 11 estados brasileiros pertencentes a este bioma (SANO
etal., 2019). Como exemplo, temos a comunidade quilombola, localizada no interior do estado
de Goias, que mantém a sabedoria de seus antepassados, produzindo 90 medicamentos a partir
de 450 plantas medicinais nativas do Cerrado, todas catalogadas (TAKASHIMA, 2021), sendo
essa comunidade a responsavel pelo Centro de Plantas Medicinais do Cedro, o qual registrou a
Farmacopéia Popular do Cerrado, um dos poucos escritos sobre plantas medicinais nativas no
Brasil (TAKASHIMA, 2021).

2.2. PARKIA PLATYCEPHALA

Pertencente ao género Parkia (Fabaceae, Subfamilia, Mimosoideae), a espécie Parkia
platycephala (P. platycephala) compreende uma das 34 espécies de arvores
predominantemente perenes amplamente distribuidas pelos neotropicos, Asia e Africa. Essas
espécies possuem comprovados efeitos contra diabetes, diarréia, hipertensdo, tosse,
hemorroidas crénicas, conjuntivite, sarampo e efeito cicatrizante (SALEH et al., 2021).

A P. platycephala esta entre as 12 espécies do género Parkia que possuem relatos
literarios medicinais (SALEH et al., 2021). Ela tem relagdo com a influéncia no aumento do
poder antibidtico da gentamicina contra S. aureus e E. coli (SILVA, R. et al., 2019) e efeito
gastroprotetor (FERNANDES et al., 2010).

A P. platycephala (Figura 1) é uma espécie endémica brasileira, encontrada
principalmente no Cerrado e nas areas de transi¢do com os biomas circunvizinhos, Caatinga e
Amazonia (FORZZA et al., 2010). Conhecida como “fava de bolota” ou “faveira”, chega a
atingir 18 m de altura e 45 cm de diametro, e é utilizada para variados fins, desde

aproveitamento da madeira (com tronco curto e cilindrico, apresentando de 30 a 60 cm de
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diametro, com casca rugosa) e como planta ornamental (HOPKINS, 1986; AQUINO et al.,
2007; ALVES et. al, 2016).

Fonte: Autor (2022)
Figura 1. Copa (A), folha (B) e tronco (C) da Parkia platycephala.

Essa espécie apresenta caracteristicas peculiares, por estar em uma regido com diversas
intemperes ambientais e também uma caracteristica exotica, sendo a sua inflorescéncia, um

atrativo a parte (Figura 2).

Fonte: Autor (2022)
Figura 2. Inflorescéncia da Parkia platycephala.

A sua reproducéo diferentemente de outras espécies de leguminosas, é anual (BULHAO
e FIGUEIREDO, 2002) e no Cerrado ocorre no inicio do inverno brasileiro (junho e julho),

sendo suas flores, acopladas a um capitulo globoso, algo em torno de 3,8-5,2 cm de diametro,
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de coloragdo avermelhada, que visualmente assemelham-se a pompons pendurados, no sentido
da gravidade, como se fossem péndulos (Figura 2) (HOPKINS, 1986). Devido a capacidade de
adaptacdo ao clima do estado do Tocantins (LACERDA e MAPELI, 2019) e ser bastante
numerosa na regiao, foi declarada como a arvore simbolo do estado (TOCANTINS, 2012).

Possui frutos indeiscentes secos (vagens), que permanecem pendurados nos galhos até
escurecimento do epicarpo (casca), marrom-claro ou marrom-escuro (Figura 3), quando se
inicia a fase de amadurecimento e consequente queda espontanea. As sementes (tegumento
marrom claro) sdo obtidas de forma manual apds abertura das vagens (LORENZI, 2002; CRUZ
e QUEIROZ, 2019). Séo estimados 1.208 kg de vagens/ha/ano (SILVA et al., 2005; ALVES et
al., 2007), tendo, em média, 34 sementes em cada vagem, dispostas em duas series (HOPKINS,
1986).

Fonte: Autor (2022)

Figura 3. Frutificacdo da Parkia platycephala (A- vagem verde, B- vagem madura, C- sementes).

As folhas e as sementes da P. platycephala possuem comprovada atividade anti-
helmintica contra Haemonchus contortus (OLIVEIRA et al., 2017) e ha relatos de que o extrato
das folhas possui efeito anti-helmintico sobre tricostrongilideos (inibi¢&o da eclosdo dos ovos
e efeito larvicida) (FIGUEIREDO et al., 2020).
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Das sementes da P. platycephala, também foram extraidas lectinas, utilizadas como
alternativa para inibir o desenvolvimento de bactérias patogénicas e nematoides
gastrointestinais em pequenos ruminantes (SILVA, R. et al., 2019), entretanto, verificou-se o
efeito inibidor dessa lectina na nocicepgdo (dor) orofacial humana para capsaicina (LEITE et
al., 2020). Além desses efeitos, Bari et al. (2016) relataram a acdo anti-inflamatéria da lectina
da P. platycephala.

Percebe-se que, mesmo apresentando algumas indicacOes terapéuticas, SA0 poucos 0S
estudos aprofundados em relacdo aos metabolitos secundarios da P. platycephala. Essa escassez
de dados, transparece a necessidade de pesquisas mais especificas, de forma a ampliar o

conhecimento da composicao e das aplicacdes dessa espécie.
2.3.  METABOLITOS SECUNDARIOS

A composicdo quimica das espécies vegetais estd diretamente relacionada com a acéo
farmacoldgica por elas apresentada. Tal caracterizagdo, realizada inicialmente através da
triagem fitoquimica, identifica a presenca de metabdlitos secundarios, que sao a representacdo
da interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante (TRINDADE et al., 2019).

Esses compostos classificam-se em trés grupos principais: terpenos, compostos
fendlicos e alcaldides, todos com biossintese, funcdo e importancia especificas (BORGES e
AMORIM, 2020).

Os terpenos ou terpenoides sdo alcenos naturais, que apresentam como molécula
principal o isopreno, uma combinacdo de cinco atomos de carbono ligados a oito &tomos de
hidrogénio (CsHg). Sdo compostos que exercem importantes funcdes de defesa nos vegetais e
possuem caracteristicas de inibi¢do do forrageio e também de toxicidade (KORTBEEK et al.,
2019), além de uma gama de usos medicinais, como atividade antiplasmodial, propriedade
antiviral, atividade antimicrobiana, reagentes anticancerigenos e antidiabéticos (COX-
GEORGIAN et al., 2019). Os terpenos sao bioativos em relacdo aos insetos e é bastante comum
utiliza-los como aleloquimicos, principalmente os volateis, como 0s 6leos essenciais, que
conferem aroma caracteristico as folhas, sobretudo em espécies vegetais de regides aridas e
temperaturas elevadas (PIRES e OLIVEIRA, 2011).

Os compostos fenolicos sdo representados por compostos que possuem em sua estrutura
ao menos um anel aromatico ligado a uma hidroxila (CsHsO). O grupo fenol esta presente em
uma grande variedade de produtos secundarios produzidos pelas plantas, sendo um dos grupos
dos metabdlitos secundarios mais diversificados (&cidos fendlicos, flavonoides, cumarinas,

estilbenos, taninos hidrolisaveis e condensados, lignanas e ligninas). Tal variabilidade
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influencia nas fungdes dos vegetais e consequentemente, em suas bioatividades (GONZALEZ-
SARRIAS et al., 2020). Os fenois s&o compostos que apresentam atividades antimicrobiana,
anticancerigena, anti-inflamatoria, antimutagénica, antialérgica, antiviral, antitrombotica,
hepatoprotetora alimentar dentre outras (DZIALO et al., 2016; SYTAR et al., 2018; KUMAR
etal., 2019; KUMAR e GOEL, 2019).

Os alcaloides sdo aminas de cadeia fechada que possuem o nitrogénio entre 0s &tomos
de carbono do anel. Sdo classificados em alcaloides verdadeiros, que sdo derivados de
amino&cidos e apresentam um anel heterociclico com o nitrogénio, j4 os que derivam de
amino&cidos, mas ndo apresentam anel heterociclico sdo considerados protoalcaloides, e 0s
pseudoalcaloides, sdo aqueles que possuem heterociclicos nitrogenados, mas nao sao derivados
de aminoacidos (DEWICK, 2002). Quando presentes nas sementes sdo importantes fontes de
nitrogénio durante a germinacdo, além de possuirem propriedade de defensivo quimico natural
(ISAH, 2019). Destacam-se pela acdo sobre o sistema nervoso central, com efeitos
alucindgenos e de envenenamento (ADIBAH e AZZREENA, 2019; BRITO-DA-COSTA etal.,
2020), inclusive de insetos, competindo com o neurotransmissor acetilcolina (ALZUALDE et
al., 2021).

Cientistas relatam que diferencas significativas na producdo e acumulacdo dos
metabdlitos secundarios sdo perceptiveis quando as condi¢des ambientais de uma mesma
espécie vegetal sdo modificadas, portanto, € crucial a caracterizagdo quimica dessas plantas,
cujas origens geograficas sejam diferentes (PAVARINI et al., 2012; VILELA et al., 2013;
BHATTACHARYA, 2019).

Além dos fatores edafoclimaticos, a acdo natural do fogo durante o periodo seco,
principalmente no bioma Cerrado, influencia na manutencdo tanto das espécies nativas
brasileiras quanto das espécies endémicas deste bioma. Em geral, a maioria destas plantas
florescem na estacdo seca (MENDES et al., 2011), periodo no qual, o fogo atua removendo a
biomassa seca dessas areas e estimulando uma rapida recuperacao das espécies vegetais apds
as primeiras chuvas (CAMARGOS et al., 2010). Estudos confirmaram que algumas espécies
do Cerrado, tais como Anadenanthera peregrina (angico do cerrado), Byrsonima verbascifolia
(murici), Caryocar brasiliense Cambess (pequi), Dimorphandra mollis Benth. (faveira),
Diospyros hispida A.DC. (caqui-do-cerrado), Eriotheca gracilipes (paineirinha-do-cerrado),
Guapira noxia (mariamole), Handroanthus ochraceus Cham. (ipé-amarelo-do-cerrado),
Machaerium acutifolium Vogel (sapuva), Ouratea spectabilis (batiputa) e Pouteria ramiflora
(abiu-do-cerrado) liberam substancias quimicas para retardar o efeito da chama (WEISER et
al., 2015).
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2.3.1. Métodos extrativos

Para a obtencdo dos metabolitos secundarios das espécies vegetais, € necessaria a
extracdo dos compostos da amostra vegetal, promovida por um solvente para o qual o soluto
(geralmente o analito) é transferido (JARDIM, 2010; ABUBAKAR e HAQUE, 2020). As
principais extracOes realizadas sdo do tipo sélido-liquido e incluem maceracdo, infusdo,
percolacdo, decoccdo, extracdo intermitente a quente (Soxhlet), extracdo em contra-corrente,
extracdo assistida por microondas, ultra-som, fluido supercritico e turbdlise (PANDEY e
TRIPATHI, 2014). Destas, a extragdo continua a quente, utilizando aparato soxhlet (Figura 4)
€ um processo vantajoso, pois realiza-se uma extracdo eficiente, utilizando quantidades
pequenas de amostra e de solvente, e também por ser um equipamento de facil manipulacéo e

pelos menores indices de contaminacgdo dos extratos (DHODARE et al., 2015).

Fonte: Autor (2022)

Figura 4. Esquema de um sistema para extragdo utilizando Soxhlet.

Apesar de ser uma técnina descoberta em 1879, a extragdo padrao por Soxhlet continua
sendo aplicada rotineiramente em quase todos os laboratorios analiticos, com resultados
equivalentes aos de técnicas mais modernas (ZYNGLER et al., 2012).

Alguns estudos afirmaram que ha trés fatores importantes nas extragdes utilizando
Soxhlet: a temperatura, o tempo de extracdo e o solvente, sendo que ambos influenciam o tipo
de analito extraido (ZYNGLER et al., 2012). Outro ponto a se destacar, € que essa metodologia,

permite que varios solventes sejam usados sucessivamente, aumentando a polaridade dos
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solventes usados na extragdo de uma mesma amostra, e ao final do processo extrativo, 0s
solventes podem ser recuperados e reutilizados (SILVA, V. et al., 2019).

Nessa linha, os solventes que frequentemente sédo utilizados para obtencdo dos extratos
vegetais sdo: agua, etanol/solugdo hidroetanolica, metanol, cloroférmio, éter e acetona
(PANDEY e TRIPATHI, 2014; REZAIE et al., 2015), e sdo definidos dependendo da
polaridade da classe de metabolitos que se deseja extrair (PILON et al., 2020;
KARABEGOVIC et al., 2014).

H& relatos de maiores eficiéncias na extracdo de metabdlitos secundarios de plantas,
quando se faz uso da associacdo da agua com &lcoois de cadeias pequenas, mais
especificamente, utilizando solucdo etanolica (70%) (MENEZES FILHO et al., 2019),
principalmente frente aos compostos fendlicos, pois a polaridade dos solventes e/ou solucdes
afetam a transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, que sdo cruciais na extracao
desses compostos (NAWAZ et al., 2020).

Na Tabela 1 esta representada a relacdo entre as polaridades dos solventes e das classes

de metabdlitos secundarios das plantas.

Tabela 1. Solventes utilizados para extra¢cdo de compostos ativos.

Agua Etanol Metanol  Cloroférmio Eter Acetona

Antocianinas Taninos Antocianinas  Terpenoides Alcaloides Fenois

Taninos Polifen6is  Terpenoides  Flavonoides  Terpenoides Flavonoides

Saponinas Flavonoides Taninos Coumarinas

Terpenoides  Terpenoides  Saponinas Acidos graxos

Lectinas Esterois Lactonas

Alcaloides Flavonas
Fenois

Fonte: Pandey e Tripathi (2014)

2.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo compostos capazes de prevenir ou adiar varias enfermidades,
ocasionadas pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (ERNS)
(GULCIN, 2020). As EROs sao encontradas em todos 0s sistemas bioldgicos, e sdo produzidas
em condicBes fisioldgicas do metabolismo celular aerobio, quando o Oz sofre reducéo
tetravalente, levando a formacdo de H.O. Entretanto, durante este processo de formacgéo séo
gerados intermediarios reativos como os radicais superoxido (Oz¢), hidroperoxila (HOz*) e
hidroxila (OH®), ¢ o perdxido de hidrogénio (H202) (GOUVEIA e LIMA, 2017).

Além da capacidade do Oz em participar de rea¢des de geragdo de OHe, pode ainda,
por meio da reacdo com o radical livre 6xido nitrico (NO*), gerar a espécie reativa de nitrogénio,

peroxinitrito (ONOO"), também potencialmente reativa (GOUVEIA e LIMA, 2017). Em
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situagdes ndo-fisiologicas, também ocorre a formacao das EROs, devido a exposicao da célula
a xenobioticos, que leva a reducao incompleta de O, (ODETTI et al., 2020).

Annesley e Fisher (2019) acreditavam ser essencial o equilibrio entre agentes dxido-
redutores e o sistema de defesa antioxidante e que as EROs estéo relacionadas a mais de 50
doencas ou eventos nosoldgicos. O excesso de agentes oxidantes e/ou a deficiéncia do sistema
protetor, denominado estresse oxidativo, causa efeitos de oxidacdo lipidica, protéica e até
mesmo no DNA, caracteristicas relacionadas ao envelhecimento, bem como a doenca de
Parkinson, o acidente vascular cerebral, a doenga de Alzheimer, a esclerose maltipla e a catarata
(ALAM et al., 2013; CUNHA et al., 2016).

Como forma de neutralizar esses radicais, 0s vegetais desenvolveram muitos
mecanismos de defesa antioxidante, com o objetivo de controlar os niveis intracelulares e
impedir a inducdo de danos (TANABE et al., 2022). Destacam-se dois sistemas principais, 0
enzimatico, composto pelas enzimas produzidas no organismo, e 0 ndo enzimatico, fazendo
parte deste grupo as vitaminas e outras substancias, como os metabdlitos secundarios (SIES et
al., 2017).

Dentre os metabolitos secundarios, os flavonoides e outros derivados fenolicos séo
conhecidos por atuarem na captura e neutralizacdo de espécies oxidantes como as EROs,
sempre em sinergismo com outros antioxidantes como as vitaminas C e E (VERRUCK et al.,
2018), em ambos os compartimentos celulares, hidrofilico (&cidos carboxilicos e glicosideos
soluveis) e lipofilico (KRUK et al., 2022). Os fendis, por sua estrutura aromatica, sao facilmente
oxidaveis, seja por enzimas especificas seja pela sua propriedade de complexacdo com metais
(Fe e Mn) (LIU et al., 2018; BIJLSMA et al, 2022).

J& nos compostos terpénicos, os carotenoides sdo 0s principais compostos que
apresentam propriedades antioxidantes (GUTIERREZ-DEL-RIO et al., 2021). Apesar das
diversas substancias desta classe serem, em geral, insolUveis em &gua, pode-se destacar a
atuacdo de carotenoides polares (xantofilas), como zeaxantina e violaxantina, que reduzem a
difusdo das EROs e também seus efeitos danosos, ao alterarem a permeabilidade das camadas
lipidicas, (GRUDZINSKI et al., 2017; PINNA et al., 2022).

Segundo Macékova et al. (2019), embora em menor destaque, os alcaloides também
apresentam atividade antioxidante e sdo potentes sequestradores de espécies reativas. Tian-
Peng et al. (2016) observaram além da atividade antioxidante de alguns alcaloides, a atividade
quelante de fons metalicos, mais especificamente do fon ferroso (Fe?*), influenciando na

oxidacao lipidica e no estresse oxidativo.
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A maioria das metodologias que determinam a capacidade antioxidante monitora a
eliminacdo ou a neutralizacdo de um radical através da leitura da absorbancia em um
espectrofotémetro ultravioleta visivel (UV/VIS) (FLOEGEL et al., 2011; GULCIN, 2020).

2.4.1 Eliminag&o do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe)

Brand-Williams et al. (1995) utilizaram o método baseado na eliminacéo de radical livre
estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH<) para determinar o potencial antioxidante de
compostos fenolicos e de amostras bioldgicas. O resultado € expresso em termos de ICso, Ou
seja, a concentracdo minima capaz de inibir 50% da concentragao inicial do radical DPPHe.

O DPPHe ¢ caracterizado como um radical livre estavel em virtude da deslocalizagdo
do elétron desemparelhado por toda a molécula. Tal deslocalizagdo confere a este radical uma
coloracdo purpura, caracterizada por uma banda de absorcdo em etanol em cerca de 518 nm
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

(A) NO; (B) NO;
] I 1
N N—-H
| |
_N._ N

Figura 5. Molécula do radical DPPH- (A) e molécula de hidrazina (B).

O método de determinacdo antioxidante baseado na eliminacdo do radical DPPHe esta
relacionado com a capacidade de uma substancia em sequestrar esse radical, representado na
Figura 5A, reduzindo-o a hidrazina (Figura 5B). Tal redugdo, com mudanca simultanea na
coloracdo de parpura a amarelo palido, é consequéncia da doagéo de 4&tomos de hidrogénio, por
uma substancia antioxidante (ALVES et al., 2010).



35

Este método é adequado para a determinacdo da capacidade antioxidante de substancias
puras e mistura, pois € de facil manuseio, preciso, rapido, simples, e econémico, entretanto
deve-se atentar para a realizacdo do mesmo em ambiente escuro, pois a luminosidade interfere
na reacdo do DPPHe, o que pode alterar o resultado da analise, devido a aceleracdo da
diminuicdo da absorbancia (SCHERER e GODQY, 2009; KEDARE e SINGH, 2011; MISHRA
etal., 2012).

2.5. TOXICIDADE

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios que
frequentemente sdo relacionados a mecanismos de protecdo contra predadores e patdgenos.
Dentre esses metabdlitos, alguns podem causar alteragdes metabdlicas prejudiciais ao homem
e aos animais, caracterizando assim, compostos toxicos. A toxicidade apresentada por uma
espécie vegetal pode estar relacionada a fatores edafoclimaticos, a planta, ao modo de
exposicao, a questdes ambientais e a interacdo com o ambiente local (CAMPOS et al., 2016).

O numero de intoxicagdes causadas por plantas no Brasil em 2017 foi de 821 casos, 0
que correspondente a 1,08% dos casos de intoxicacdo humana ocorridos. Desse total 71,5%
ocorreram na zona urbana e 1,02% foi na regido norte do pais (SINITOX, 2017). Segundo
Campos et al. (2016), 36% das espécies vegetais toxicas sdo ornamentais e 62% sao utilizadas
no tratamento de doencas. Os autores ainda relataram que apesar da conhecida toxicidade de
muitas delas, a caracterizacdo e isolamento dos metabdlitos secundarios responsaveis por tal
toxicidade ndo é comum (CAMPOS et al., 2016).

Frequentemente, utilizam-se bioensaios de toxicidade nas etapas iniciais de avaliacdo
do risco/beneficio no uso de extratos vegetais, destacando-se o teste in vitro com Allium cepa

e o teste in vivo com Artemia salina.
2.5.1. Bioensaio com Allim cepa

A fitotoxicidade dos extratos vegetais € comumente caracterizada pelo efeito
alelopatico, ou seja, é um processo que envolve metabdlitos secundarios produzidos por plantas
que influenciam no desenvolvimento e crescimento de outras plantas (ALVES, 2013). Os

triterpenoides glicosilados conhecidos como saponinas estdo envolvidos na alelopatia, devido
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as suas propriedades detergentes, 0 que acarreta a capacidade de se ligarem a membranas
celulares, alterando o funcionamento celular (LEE et al.,2017; HUSSAIN et al., 2019). Assim
como as saponinas, os flavonoides também possuem comprovado efeito alelopatico, inibindo o
crescimento tanto de plantas como de fungos (DESMEDT et al., 2020; KAAB et al., 2020).

A técnica do bioensaio € um procedimento padrdo dos estudos de alelopatia, que
consiste em uma resposta biolégica de um organismo vivo, plantas superiores ou
microorganismos, a uma determinada substancia ou mistura de substancias (ABDELSALAM
et al., 2018), sendo o mais comum, a inibicdo da germinacdo de sementes ou raizes (PIRES e
OLIVEIRA, 2011).

O teste com a espécie Allium cepa (A. cepa) (Figura 6) vem sendo amplamente utilizado
para avaliacdo de efeitos toxicos de extratos vegetais por ser altamente sensivel as diferentes
concentracOes de aleloquimicos mesmo que estas sejam baixas, afetando o comprimento das
raizes e o indice germinativo (Figura 7), e também por ser um excelente bioindicador de agentes
poluentes ou toxicos em mais de um ambiente (COSTALONGA, 2009; LESSA et al., 2017).

Meramente ilustrativa, Fonte: Adaptado SAMPAIO (2021)

Figura 6. Design experimental da exposi¢do dos bulbos de Allium cepa, expostos ao controle negativo (CN) e as
concentragdes variaveis dos extratos (CE).
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Fonte: Autora (2022)

Figura 7. Crescimento radicular e indice germinativo de Allium cepa: (1) antes do contato com o controle; (2)
apos 5 dias em contato com controle, (3) apds 5 dias de contato com extrato vegetal (estimulo), (4) ap6s 5 dias de
contato com extrato vegetal (inibi¢&o).

Essa metodologia, indica que a reducdo do crescimento radicular da espécie, pode ser
consequéncia de mudanca nas condi¢fes ambientais, associadas a presenca de sais que
compdem os poluentes (SAMPAIO, 2021). Esses compostos podem afetar as condicOes
hidricas causando uma tensdo osmotica no meio e também causar toxicidade, quando se
acumulam nos tecidos vegetais, alterando a capacidade da planta em absorver, transportar e
utilizar os ions diretamente relacionados ao seu desenvolvimento (LACERDA et al., 2004;
THODE FILHO et al., 2020).

Ha relatos também, de que o comprometimento do desenvolvimento radicular da A.
cepa, em funcdo da conversdo de reservas (sais minerais, agucares, proteinas), pode ter relacdo
com o aumento da salinidade. Uma vez que, os compostos toxicos, prejudicam a permeabilidade
dos ions sédio e potassio, que sdo responsaveis pelo ganho de biomassa e seu influxo.
(RODRIGUES et al., 2013).

Desde 1985 pesquisadores afirmavam que a toxicidade verificada nos testes utilizando
como bioindicar a A. cepa, eram indicios de que havia na substacia testada, compostos quimicos
com provavel risco a salide humana (FISKESJO, 1985). Em meados de 2003, Teixeira et al
(2003) demonstraram a equivaléncia de toxicidade entre 0 bioensaio com A. cepa com outros
dois sistemas testes (células de medula dssea de camundongos e linfécitos humanos). A partir
de entdo varios outros estudos, ratificaram a credibilidade do sistema teste A. cepa como
primeiro screening da toxicidade de extrato de plantas medicinais (BAGATINI et al., 2007;
POLETTO et al., 2011; FAO et al., 2012; MENEGUETTI et al., 2014).
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2.5.2. Bioensaio com Artemia Salina

Outro bioensaio bastante utilizado, que determina preliminarmente a toxicidade aguda
de extratos vegetais, € o que utiliza a Artemia salina (A. salina) (NEVES, 2013), um
microcrustaceo maritimo da ordem Anostraca, um simples organismo, utilizado como
alimentacdo para peixes (NASCIMENTO et al., 2008) e popularmente conhecido como
camarao de agua salgada (BASEGGIO, 2021). Os cistos desta espécie permanecem inativos se
conservados em local seco, podendo durar até 25 anos (ZAGATTO e BERTOLLET, 2008;
MANZANARES et al., 2015).

O desenvolvimento desse crustaceo (Figura 8), apos imersdo dos cistos em agua salgada
em condicdes especificas, compreende: as fases de cisto pos hidratacdo, guarda-chuva, nauplio,
juvenil e adulta. Na fase guarda-chuva, etapa pds eclosdo, 0 embrido comeca a nadar no meio
externo, entretanto com pouca atividade muscular, durando de 1 a 8 horas. Na sequéncia, inicia-
se a fase naupliar da Artemia salina que é dividida em 3 estagios, permanecendo por até 48
horas. Nessa fase em que o animal encontra-se em estagio de larva, 0 mesmo se alimenta por
filtracdo da &gua. Ao atingir a fase adulta, o animal sobrevive de 8 a 15 dias (ZAGATTO e
BERTOLLET, 2008).

Fonte: Mohammad (2020)

Figura 8. Diferentes estagios da Artemia salina, desde a fase de cisto até a fase naupliar. (A) cisto hidratado, (B)
cisto em ruptura, (C) estagio guarda-chuva, (D, E, F) nauplios, (G) metanauplio e (H) adulta.

McLaughlin et al. (1998), relataram que devido a sua alimentagdo por filtracdo néo
seletiva, os nauplios de A. salina sdo vulneraveis ao ataque de substancias toxicas (SHAOJIE e

WENLLI, 2012) e apresentam intolerancia a minimas alteragdes ambientais, com resposta nitida
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e quase imediata a essas variagdes. Devido a isso, Merino et al. (2015) confirmaram que este
bioensaio tornou-se um monitor conveniente para a citotoxicidade de produtos, por ser rapido
e simples.

Vaérios estudos ratificam a correlacdo entre os testes de toxicidade deste bioindicador
com outras atividades bioldgicas, tais como, antifungica, antiviral, antimicrobiana, parasiticida,
antitumoral, dentre outras (HARADA, 2009; ROSYADI et al., 2020).

2.6. ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa, na qual ocorre a
deterioracdo do sistema nervoso de forma progressiva e irreversivel (FRANCO et al., 2021).
Estima-se que, mais de 50 milhdes de pessoas desenvolveram deméncia em 2020, sendo que
30 milhdes foram casos de DA (SHARMA, 2019; MCGILL-CARTER, 2020). E uma
enfermidade caracterizada pelas perdas de memoria e de diversas funcdes cognitivas e de
etiopatogenia complexa e multifatorial, tendo a hipofuncao colinérgica como um dos principais
fatores, assim como o estresse oxidativo, neuroinflamacéo, entre outros (LUO et al., 2008).

A nivel mundial, apesar de atingir 1 em cada 4 pessoas acima de 85 anos em ambos 0s
sexos, entre 65 e 69 anos, a deméncia afeta mais o sexo masculino, em uma média de 1 em cada
60, e no sexo feminino 1 em cada 80 mulheres. E uma enfermidade classificada em dois tipos:
esporédica e a familiar. A DA esporéadica, também denominada DA de inicio tardio, afeta
habitualmente adultos apds os 65 anos e tem como fator de risco evidente a existéncia prévia
de um traumatismo craniano severo. J& a DA familiar, ocorre devido a presenca de um gene
mutante, que é repassado de geracdo a geracdo e é diagnosticada mais cedo, por volta de 40 a
60 anos (FCG, 2015).

A Doenca de Alzheimer é caracterizada pela piora progressiva dos sintomas, com
periodos de estabilidade, evoluindo do estagio leve, para moderado e grave (ABRAZ, 2022).
Esses estagios ainda podem ser subdivididos em sete fases, sendo as fases 1 a 3 (leve), 4 e 5
(moderada) e 6 e 7 (grave) (BERLEZE, 2022). O estéagio leve, pode durar de 2 a 10 anos,
apresentando o paciente, na fase 1, condi¢do normal, mas um exame especifico do cérebro pode
indicar que a pessoa apresenta a DA. Na fase 2, ocorre um declinio cognitivo muito leve, como
esquecer nomes e locais de armazenamento de objetos. Nessa fase os sintomas da DA sdo sutis
e muito caracteristico de sintomas que também sdo comuns no envelhecimento. Na fase 3, ainda
ha o declinio cognitivo leve, entretanto, a perda da memdria fica mais rotineira, o paciente ndo
se lembra de algo que acabou de ler, faz perguntas repetidamente, e pode ser perder em local
ndo conhecido (BERLEZE, 2022).
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No estagio moderado, na fase 4 sdo comuns dificuldades mais evidentes com atividades
do dia a dia, esquecimento de detalhes sobre si mesmo, ndo se lembrar do més ou estacdo do
ano que esta, incapacidade de viver sozinho, necessidade de ajuda com a higiene pessoal e
autocuidados. Na fase 5 ja ocorre o declinio cognitivo moderadamente grave, onde a pessoa
ndo consegue mais sobreviver sem assisténcia. Na fase 6, ja condiz com o estdgio grave da DA
e 0 paciente ja esta com declinio cognitivo grave, confundindo pessoas mais proximas, tendo
alucinac6es e necessitando de assisténcia para sobreviver. Na Ultima fase, o declinio cognitivo
é muito grave, o0 paciente ndo consegue realizar atividades basicas, como comer e caminhar
(BERLEZE, 2022).

Os sintomas da DA perduram imperceptiveis por anos, talvez, devido ao ndo diagnéstico
preciso da patogenicidade dessa enfermidade. Assim a literatura sugere algumas hipoteses
como etiologia dessa enfermidade, dentre as quais se incluem os baixos niveis de acetilcolina

(ACh) no hipocampo e area do cortex cerebral (hipdtese colinérgica) (MO et al., 2020).
2.6.1. Acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é uma das responsaveis pelo equilibrio da
concentracdo de acetilcolina, através da desativacdo do neurotransmissor na fenda sinaptica
(LARIK et al., 2018). A AChE atua principalmente na juncdo neuromuscular, onde esta
envolvida na terminacdo da transmissdo do impulso na regido sinaptica, (etapa da hidrdlise da
ACh) e recicla o transmissor, etapa da producdo de colina e acetato (desintegra a Ach
rapidamente em 10.000 moléculas/segundo) (MESULAM et al., 2002; MESHORER et al.,
2004).

Além da relacdo com a perda das fungdes cognitivas (baixo nivel da acetilcolina), outra
caracteristica patologica da DA cuja AChE é responsavel, é a formacdo de placa senil (depdsitos
extracelulares de agredados de peptideos B-amiloide) devido aos complexos de maior
neurotoxicidade (derivadas insollveis de peptideos A-beta) (TORRES et al., 2012; HWANG
etal., 2021).

Assim, a hipétese colinérgica cita a necessidade de inibir a acdo da enzima
acetilcolinesterase, como uma forma de tratamento da DA, visando manter um nivel de ACh,

no qual as transmissdes sinapticas permanecem estaveis (AKINCIOGLU e GULCIN, 2020).
2.6.2. Inibidores da Acetilcolinesterase

Um inibidor enzimatico é uma molécula que se liga a uma enzima com o objetivo de

diminuir a sua atividade (GOCER et al., 2013). Esses inibidores, ao participarem de uma das
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etapas da reagdo catalitica com a enzima, geram alteragdes na estrutura desta, e de acordo com
0 mecanismo de reacdo sdo classificados em reversivel e irreversivel (LIEBERMAN et al.,
2009). A inibicao reversivel ocorre quando o inibidor se liga ao sitio ativo ou a outra parte da
cadeia polipeptidica da enzima, através de ligacdo ndo covalente, enquanto na inibicdo
irreversivel, a ligacdo covalente ocorre apenas com sitio ativo da enzima (ZENKI, 2014).

Os inibidores da AChE (iAChE) sdo denominados anticolinesterasicos e tem a funcao
de retardar a degradacdo da ACh, assim o neurotransmissor passa mais tempo na fenda

sindptica, intensificando a transmisséo colinérgica, Figura 9 (ARAUJO et al., 2016).
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Figura 9. Sinapse colinérgica: (A) sem inibicdo da enzima acetilcolinesterase; (B) com inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase.

No processo de inibicdo da acetilcolinesterase, tanto 0 mecanismo irreversivel como o
reversivel foram detectados. Um exemplo da inibicdo irreversivel é atraves dos inseticidas
organofosforados (o diisopropilfluorofosfato), que séo frequentemente utilizados no controle
de pragas em plantacOes (SILVA et al. 2012).

Tais inseticidas, reagem com o sitio ativo da acetilcolinesterase, formando um
intermediério organofdsforo, impedindo assim a ligacdo do substrato (acetilcolina). Esse
intermediario, por ser mais estavel que a acetilcolinesterase, reduz drasticamente a taxa de
hidrolise e de regeneragdo da enzima, tornando-a inativa. Com a inibigdo da enzima, pelos
compostos organofosforados, ocorre, em paralelo, o estimulo continuo da acetilcolina e dos
receptores (nicotinico e muscarinicos) responsaveis pelos efeitos toxicos no sistema nervoso
central e periférico (MANDOUR, 2013).
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Em relacéo a inibig&o reversivel da acetilcolinesterase, destacam-se os carbamatos, de
estrutura (-NHCOO-), que sdo geralmente utilizados com finalidade terapéutica, em doencas
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson e deméncia com corpos de Lewy) (SINGH e
SADIQ, 2020). O efeito reversivel da acdo inibitoria do carbamato esta na baixa estabilidade
do complexo AChE-carbamato, que pode sofrer hidrélise em meio aquoso, ocasionando a
reativacdo da enzima SILVA, 2015; ARAUJO et al., 2016). Entretanto, a taxa de
descarbamilacdo desse complexo é muito lenta, o0 que, permite diminuir a taxa de degradacgéo
da acetilcolina, aumentando a neurotransmissao colinérgica (COLOVIC et al., 2013; MAGAR
etal., 2021).

O primeiro anticolinesterasico natural detectado, foi em 1970, a fisostigmina, um
alcaloide (carbamato) obtido a partir da espécie Physostigma venenosum L (BITZINGER et al.,
2019). O desenvolvimento da fisostigmina como tratamento potencial para a DA foi
prejudicado por seu curto periodo de meia vida (aproximadamente 30 minutos) e alguns efeitos
colaterais (BRUNTON et al., 2003).

A partir do ano 2000, novos compostos naturais de inibicao reversiveis da AChE foram
apresentados (AHMED et al., 2021). Dentre eles, a galantamina, um alcaloide obtido a partir
de algumas espécies com flores bulbosas da familia da Amaryllidaceae (TAKOS e ROOK,
2013). O destaque da galantamina, é que seu mecanismo de inibigdo da acetilcolinesterase é
duplo, ou seja, a0 mesmo tempo que inibe a enzima, também modula alostericamente o receptor
nicotinico como agonista, o0 que permite uma acdo prolongada, seletiva, reversivel e competitiva
e seus efeitos perduram além do findar do tratamento (VIEGAS et al., 2004).

Além do efeito iAChE, o tratamento com a galantamina gera variadas respostas
benéficas ao cérebro, sendo uma alternativa de tratamento para todos os graus da DA (L1 et al.,
2019). Os pacientes que fazem uso da galantamina respondem ao estresse por privacdo de
glicose e oxigénio (testes in vitro e in vivo) (EGEA et al. 2012), apresentam reducdo dos niveis
de peptideo BA em cultura de células e no liquido cefalorraquidiano (MATHARU et al., 2009),
degradacéo da deposicdo de placas amiloides (BHATTACHARYA et al., 2014) e promocéo de
neurogénese no hipocampo (KITA et al., 2014).

Segundo Koirala et al. (2022) a elevada demanda por galantamina, incentiva 0s
pesquisadores a buscarem alternativas vidveis para a comercializacdo da mesma em maior
escala. Entretanto, a complexa sintese orgénica de tal composto, reforgou a necessidade de vias
biotecnoldgicas alternativas, como a obtengdo de outros compostos naturias, com efeito iAChe
semelhante, advindos de especies vegetais, as quais biossintetizam esses metabolitos
naturalmente (TAKOS e ROOK, 2013).
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Por essas vias biotecnolégicas, comprovou-se que outros metabdlitos secundarios
(terpenos, cumarinas e polifendis) possuem efeito inibidor da AChE (TAMFU et al., 2021). Tal
processo enfatiza a busca por novas drogas anti-DA a partir de extratos vegetais, sem relacéo
direta entre a polaridade dos solventes e a atividade IAChE, ratificando os efeitos inibidores de
metabdlitos ndo alcaloides (MURRAY et al., 2013).

Nesse contexto, o potencial das plantas brasileiras frente a inibicdo da AChE, é cada vez
mais promissor. Segundo Lopes et al. (2022), nos ultimos dez anos, foram relatadas 110
espécies inibidoras da AChE, sendo que mais de 66% destas, apresentaram elevado potencial.
Entretanto, esses dados ainda s&o escassos, quando se trata da biodiversidade brasileira, que
possui a maior flora mundial (IBGE, 2019).

Atualmente as pesquisas com plantas medicinais do Cerrado, vém se destacando,
principalmente por este bioma apresentar elevada heterogeneidade, tanto em tipo de solo,
geologia, geomorfologia e clima, quanto em tipos de vegetacdo, decorrente do bioma abranger

as cinco regides brasileiras (COLLI et al., 2020).
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RESUMO

O bioma Cerrado vem se destacando quanto a fonte de compostos bioativos devido a sua flora vegetal,
estimada em cerca de doze mil espécies. O uso de plantas para o tratamento de doengas é tdo antigo
quanto a espécie humana e essa utilizagdo saiu do &mbito do empirismo e hoje ganha status de ciéncia.
Dentre as doengas com maiores indices de crescimento da taxa de mortalidade, destacamos a Doenga
de Alzheimer (DA), a qual esta associada ao “déficit” nos niveis de neurotransmissores cerebrais, dentre
eles a acetilcolina, responsavel pela memoria e raciocinio I6gico. Os medicamentos modernos elevam
0s niveis desse neurotransmissor pela inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE). Atualmente, as
pesquisas buscam novos inibidores da AChE a partir de extratos de plantas. Neste estudo foi realizada
uma busca bibliografica em periddicos especializados nas bases Scientific Eletronic Library Online,
Science Direct e Google Académico, utilizando-se as seguintes palavras-chaves: atividade
anticolinesterasica e Cerrado. Como resultado obteve-se 32 estudos que ap6s serem submetidos a analise
dos titulos possibilitaram a recuperacdo de 20 trabalhos publicados entre 2009 e 2019. Ao todo foram
identificados estudos com 33 familias boténicas, sendo que a familia Fabaceae foi a majoritéria.

Contabilizou-se 66 espécies analisadas, sendo que 62% apresentaram atividade anticolinesterasica.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Cerrado. Acetilcolinesterase.
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4.1. INTRODUCAO

O Bioma Cerrado apresenta um cendrio exuberante de diversidade bioldgica, ndo apenas
pela influéncia dos ecossistemas circundantes (Amazonico, Semi-Arido, Mata Atlantica e
Pantanal) bem como pelo arcabouco cultural das populacgdes que o habitam (VILA VERDE et
al., 2003). Devido a forma desenfreada de ocupacdo, aos investimentos na monocultura
intensiva de grdos e a pecuaria extensiva de baixa tecnologia, 80% do Cerrado ja foi
modificado, o que explica os elevados impactos ambientais sofridos pelo segundo maior Bioma
do Brasil (MITTERMEIER et al., 2004).

Como uma das formas de limitar a expansao dessa degradacdo deve-se abrir espaco para
projetos que fazem uso da diversidade biolégica do Cerrado de forma sustentavel. O Cerrado é
composto por onze tipos principais de vegetacdo, enquadrados em formacoes florestais (Mata
Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo), savanicas (Cerrado sentido restrito, Parque de
Cerrado, Palmeiral e Vereda) e campestres (Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre),
podendo estender para 25 tipos de vegetacéo, se analisados os subtipos (MMA, 2006).

A indicacdo de plantas como tratamento medicinal advém do acervo empirico,
principalmente de comunidades indigenas e quilombolas, e auxilia no levantamento do
patrimdnio genético que precisa ser conhecido e absorvido por essa geracdo para que possa ser
utilizado pelas geragdes futuras. Os primeiros relatos da utilizacao das plantas com finalidades
terapéuticas datam de 3.000 anos A.C. na China (GOGTAY et al., 2002) e, apesar do enorme
avanco tecnoldgico presenciado no Século XXI, a cultura sobre o uso de plantas medicinais
ainda é o recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Silva e Fernandes Junior
(2010) constataram que “80% da populacdo brasileira consomem apenas 37% dos
medicamentos comercialmente disponiveis, dependendo quase exclusivamente de
medicamentos de origem natural”.

Hoje, os fitoterapicos sdo vistos como uma forma saudavel de prevencdo, tratamento e
cura de determinadas doencas, tudo isso alavancado em consequéncia da dependéncia que 0s
produtos sintéticos vém ocasionando.

A galantamina é um exemplo claro de tratamento terapéutico utilizando plantas
medicinais. E um alcaloide, isolado de plantas da familia Amaryllidaceae, utilizado no
tratamento da Doenca de Alzheimer (DA). Esta enfermidade atinge a memdria e a capacidade
de raciocinio, devido a seus efeitos neurodegenerativos, afetando diretamente o sistema
colinérgico. Esse sistema é responsavel pela contracdo dos musculos lisos, dilatagdo dos vasos

sanguineos e regulacdo da taxa de batimentos cardiacos (VIEGAS JUNIOR et al., 2004).
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O bom funcionamento do sistema colinérgico depende de niveis normais de uma
substancia chamada acetilcolina (ACh), um transmissor envolvido no aprendizado e na
memoria (VINUTHA et al., 2007). Este neurotransmissor € encontrado no cerebro e juncdes
neuromusculares e a hidrdlise da acetilcolina é essencial para que as transmissdes sinapticas
colinérgicas ocorram antes da chegada de um novo impulso elétrico (SANTOS, 2009). Esse
processo é realizado pela enzima acetilcolinesterase (AChE), que no sistema nervoso, age como
mediadora das sinapses.

Os pacientes com DA apresentam baixos niveis de acetilcolina, devido a elevada
atividade da AChE. O tratamento indicado para esses pacientes € fazer uso de inibidores da
AChE (OH et al., 2004; JUNG e PARK, 2007), o que melhora sintomas cognitivos,
comportamentais e funcionais, devido ao retardamento da degradacdo da ACh, assim o
neurotransmissor passa mais tempo na fenda sinéptica, intensificando desta forma a transmisséao
colinérgica (MOTA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017).

Os atuais inibidores da AChE retardam a degradacdo metabdlica da acetilcolina,
otimizando a disponibilidade deste substrato para a comunicacdo entre as células. Isto auxilia
no retardo da progressao da disfuncdo cognitiva e pode ser eficaz para alguns pacientes nos
estagios inicial e intermediario da doenca, entretanto, os efeitos colaterais como nauseas,
vOmitos, diarreia, perda de peso, tontura, dor de cabeca e cansaco, sdo relatados constantemente
(ANAND e SINGH, 2013).

A taxa de mortalidade referente a Doenca de Alzheimer vem aumentando
significativamente em todo mundo nas duas Ultimas décadas. No Brasil, segundo Teixeira et al.
(2015), as taxas de mortalidade nos idosos com 60 anos ou mais, referentes a DA, tem aumento
anual e significativo. Nos Estados Unidos a taxa aumentou em 55% entre os anos 1999 e 2014
e entre as dez principais causas de morte em idosos, destaca-se a taxa ajustada para a doenca de
Alzheimer, com variacdo percentual de 43% (MOSCHETTI et al., 2012).

Nessa perspectiva, varias espécies de plantas vém sendo exploradas na busca de
inibidores mais seletivos e com menos efeitos colaterais para o tratamento e cura da DA. Assim,
este estudo teve como objetivo realizar o levantamento das espécies de plantas do Cerrado que

foram analisadas frente a atividade anticolinesterasica.
4.2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho configurou-se em um levantamento de literatura sobre a atividade
anticolinesterasica realizada com extratos obtidos a partir de plantas tipicas do Cerrado. Foi

realizada uma busca bibliografica em periodicos especializados nas bases Scientific Eletronic
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Library Online, Science Direct e Google Académico, utilizando-se as seguintes palavras-
chaves: atividade anticolinesterasica e Cerrado nos idiomas portugués e inglés. Como resultado
obteve-se 32 estudos que apos serem submetidos a analise possibilitaram a avaliacdo de 20
trabalhos publicados entre 2009 e 2019.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0ds analise dos trabalhos pode-se verificar que houve estudos nos estados de Goias,
Minas Gerais, Piaui, Maranhdo, Roraima, Parana, Tocantins, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo e
no Distrito Federal. Os estados majoritarios foram Goias e Minas Gerais, com 20% dos estudos
cada, seguido de 15% do Distrito Federal, conforme demonstrado na Figura 11.

TRABALHOS
A m DF
S GO; MG
1 _— MA; PR; RR; SP;TO
\z_l/ PI; MS

Figura 11. Namero de trabalhos publicados por estado da regido do Cerrado.
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No total 33 familias botanicas foram identificadas (Figura 12), sendo que a familia

Fabaceae foi a mais citada, com 9 espécies, correspondendo a 14% das plantas. Outras que

também se destacaram foram a Apocynaceae, Bignoniaceae e Sapotaceae com 6% ambas, € a

Annonaceae, Myrtaceae e Violaceae com 5%. As demais espécies ndo ultrapassaram 3% de

citacao.

Na Tabela 2 estdo denominadas (nome cientifico) as 66 espécies vegetais citadas, seus

nomes comuns € a resposta a atividade anticolinesterasica.

Tabela 2. Relagéo das plantas do bioma Cerrado testadas para atividade anticolinesterasica (AA).

ESPECIE
Nome Cientifico Nome Comum AA
Ageratum conyzoide Erva de sdo jodo -
Allamanda blanchetti Vilva alegre -
Anadenanthera peregrina Angico -
Anchietea pyrifolia Cip6 sumo +




Annona crassiflora Araticum +
Annona coriacea Fruta do conde +
Annona cacans Araticum cagao +
Arundo donax Cana comum +
Bauhinia forficata Pata de vaca -
Bauhinia microstachya Escada de macaco +
Caryocar cf. villosum Pequiarana -
Caryocar brasiliense Pequi +
Cochlospermum regium Algodéozinho do campo +
Copaifera langsdorffii Copaiba +
Discorea glandulosa Japecanga +
Eugenia dysenterica Cagaita +
Fucus vesicolosus Fava do mar +
Garcinia cambogia Malabar tamarindo i,
Genipa americana Genipapo

Hancornia speciosa Mangaba

Handroanthus ochraceus Ipé amarelo

Handroanthus serratifolius Ipé amarelo -
Hippeastrum goianum Amarilis +
Himatanthus lancifolius Agoniada +
Hybanthus bigibbosus NI +
Hymenaea stignocarpa Jatoba -
Hyptis dilatata Horteld do mato +
Jacaranda micrantha Caroba-rosa +
Jacaranda sp. Caroba +
Jacaranda oxyphylla NI +
Lippia origanoide Alecrim-pimenta +
Lychnophora pinaster Arnica ;
Mangifera indica Mangueira +
Morus nigra Amora negra -
Mouriri elliptica Croadinha, Puca R
Myracrodruon urundeuva Aroeira +
Passiflora actinia Maracuja -
Pfaffia paniculata Ginseng-brasileiro +
Philodendron sellowianum Cip6 imbé +
Phoradendron falcifrons NI +
Picrasma crenata Pau amargo +
Plathymenia reticulata Vinhatico -
Plectranthus neochilus Boldo japonés -
Pouteria caimito Abieiro -
Pouteria gardneri Sapotinha -
Pouteria ramiflora Curriola -
Pouteria torta Abiu amarelo -
Psidium guajava Goiaba-araca +

65



Pterodon pubescens

Sucupira branca

+
Qualea parviflora Pau-terra +
Rauvolfia sellowii Café de anta +
Rosa chinensis Rosa branca +
Rudgea viburnoides Casca-branca +
Sapindus saponaria Jequiri -
Serjania erecta Cipé cinco-folhas +
Solanum lycocarpum Lobeira +
Solanum scuticum Jurubeba +
Stryphnodendron adstringens Barbatimdo verdadeiro -
Stryphnodendron coriaceum Barbatimao +
Syzygium aromaticum Cravo da india -
Tabernaemontana solanifolia Leiteira -
Tribulus terrestris Abre os olhos

Trichilia catigua Catigua

Uuehea divaricata Acoita cavalo -
Wilbrandia ebracteata Tauia +
Zea mays Milho -

66

+ inibe a acetilcolinesterase; - ndo inibe a acetilcolinesterae

No estado de Goias, a espécie Mouriri elliptica (Croadinha, Pucd) apresentou extratos
com inibicdo relevante, acima de 70%. Foram analisados os extratos brutos de acetato de etila
e de metanol e fracOes desses extratos. As fracdes foram obtidas apds 10 g do extrato bruto ser
solubilizado (em agua para 0 metanol e em metanol para o acetato de etila) e aplicado em uma
coluna cromatografica (45 cm x 5,5 cm) empacotada com Sephadex LH20. Destacam-se duas
fracbes metandlicas que apresentaram uma concentracdo de inibicdo de 50% (ICso)
correspondente a 4,68 ¢ 4,18 pg/mL, resultados satisfatorios quando comparados a Eserina
(ICs0 = 1,37 ng/mL) (SILVA, 2016).

As fragdes do extrato metanolico da espécie Qualea parviflora (Pau-terra) e Rudgea
viburnoides (Casca-branca) também foram testadas como inibidores enziméaticos da AChE,
sendo que o extrato metandlico da espécie Rudgea, apresentou maior inibicdo frente a enzima
(SILVA et al., 2018).

O estudo de Santos et al. (2015) pesquisaram as sementes de quatro frutas comestiveis
do Cerrado brasileiro: Annona crassiflora (Araticum), Eugenia dysenterica (Cagaita),
Hymenaea stignocarpa (Jatobd) e Hancornia speciosa (Mangaba), mas ndo foi detectada
atividade inibitdria sobre acetilcolinesterase em nenhum dos extratos das sementes estudadas.
Porfiro (2017) analisou a espécie Pterodon pubescens, nativa do Cerrado e conhecida
popularmente como Sucupira branca. O autor obteve os extratos brutos em metanol e em acetato

de etila e também fracdes desses extratos, sendo que cada extrato bruto foi fracionado em
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apenas uma fase com o solvente oposto supracitado. Os resultados de inibig&o obtidos para a
P. pubescens foram valores inibitorios de 73%, 77%, 79% e 70 %, respectivamente, na dose
recomendada de 80 pg/mL, ndo havendo diferenga significativa de inibi¢ao entre os extratos
brutos e as fases.

Das espécies analisadas no estado de Minas Gerais, Mota et al. (2011) selecionaram as
plantas Ageratum conyzoides (Erva de Sdo Jodo.), Lychnophora pinaster (Arnica), Rosa
chinensis (Rosa branca), Solanum scuticum (Jurubeba) e Solanum lycocarpum (Lobeira) e
destas foram feitos extratos etanolicos das partes aéreas e/ou raizes. Dentre as espécies
analisadas, a espécie S. lycocarpum mostrou ser a melhor fonte de inibicdo da
acetilcolinesterase, tendo como controle positivo a galantamina. A espécie R. chinesis, 0
exemplar da familia Rosaceae testado, apresentou atividade positiva e as plantas da familia
Asteraceae ndo apresentaram atividade.

A espécie Jacaranda sp., conhecida como Caroba, foi avaliada através dos extratos
etanolicos das trés partes da planta (folhas, galhos e raizes) e apresentou grande capacidade de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, com énfase nos extratos obtidos dos galhos (CAMPOS
et al., 2011). Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira et al. (2016) com extratos
hexanicos dos galhos da espécie Jacaranda oxyphylla.

Estudos realizados por Carvalho (2017) identificaram que o dleo essencial de Lippia
origanoide, o Alecrim-pimenta, apresenta elevado potencial inibidor da enzima
acetilcolinesterase, com ICsp = 1,81 pg/mL, justificado pela presenga do composto acetato de
farnesila. O carvacrol e o 1,8-cineol, compostos constituintes do éleo essencial da L.
origanoide, também foram avaliados sobre a enzima acetilcolinesterase, sendo que, seus
resultados demonstraram inibig&o relevante, com valores de ICs iguais a 2,30 e 0,57 pug/mL,
respectivamente.

Na regido do Distrito Federal, o extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica
(Cagaita) apresentou 66,3% de inibig&o da acetilcolinesterase na concentragdo de 1 mg/mL. O
valor de ICso para o extrato foi 155,20 mg/mL frente ao padrdo fisostigmina 18,69 mg/mL.
Apbs o isolamento dos compostos quercetina e catequina do extrato, 0s mesmos apresentaram
valores de 1Cso 46,59 mg/mL e 42,39 mg/mL, respectivamente (GASCA et al., 2017).

Anteriormente ao estudo de GASCA et al.( 2017), Souza (2011) avaliou extratos
aquosos, etanolicos e hexanicos da folha, caule e frutos de 14 espécies do bioma Cerrado, sendo
Allamanda blanchetti (ViGva alegre), Hancornia speciosa (Mangaba), Tabernaemontana
solanifolia (Leiteira), Morus nigra (Amora negra), Eugenia dysenterica (Cagaita),
Stryphnodendron adstringens (Barbatimdo verdadeiro), Plectranthus neochilus (Boldo
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japonés), Genipa americana (Genipapo), Pouteria gardneri (Sapotinha), Pouteria ramiflora
(Curriola), Pouteria caimito  (Abieiro), Pouteria torta (Abiu amarelo), Caryocar cf.
(Pequiarana), Sapindus saponaria (jequiri) e nenhum dos extratos exibiu potencial de inibicéo
relevante.

Ainda no Distrito Federal, Costa et al. (2019) avaliaram o extrato etandlico (previamente
desengordurado com hexano) do bulbo da Hippeastrum goiamum (Amarilis), germinada in
vitro. Os pesquisadores verificaram uma leve atividade anticolinesterdsica do extrato, em
funcdo da presenca do alcaloide licorina.

No estado do Piaui espécies da familia Bignoniaceae, os Ipés, (Handroanthus ochraceus
e H. serratifolius), foram utilizados para obtencdo de extratos hexanicos, etanolicos e aquosos,
sendo que apenas o extrato etandlico das folhas de H. ochraceaus (ipé amarelo) apresentou
resultado significativo, equiparando-se a inibi¢do da cafeina (COSTA e ARAUJO, 2011).

As espécies Eugenia dysenterica (Cagaita) e Annona crassiflora (Araticum), também
foram estudadas no estado supracitado, e a atividade qualitativa anticolinesterasica do 6leo
essencial de folhas de E. dysenterica teve resultados promissores de ICso= 0,916 pg/mL em
comparacdo ao farmaco rivastigmina (ICsp= 1,87 pg/mL), inibidor convencional da AChE
(FEITOSA et al., 2017).

Formagio et al. (2015) realizaram um estudo no Mato Grosso do Sul, com 3 espécies de
Annonaceae, Annona crassiflora (Araticum), Annona coriacea (Fruta do conde), Annona
cacans (Araticum cagao) e verificaram positiva a atividade anticolinesterasica para 0s extratos
metandlicos das folhas e sementes das espécies citadas.

No mesmo estado, Pedroso et al. (2019) realizaram testes in vivo em ratos, com extrato
hidrometanolicos (70%) da raiz da Cochlospermum regium (Algoddozinho do campo), para
verificar a atividade anticolinesterasica da espécie. Os resultados demonstraram inibicdo da
AChE em diferentes estruturas cerebrais (no cortex cerebral, no hipotalamo e no hipocampo)
dos animais, que tiveram administracdo oral do extrato.

No estado do Maranhéo, Penido (2017) selecionou 11 espécies de plantas medicinais, a
partir de um estudo anterior, enfatizando os maiores potenciais de atividade antioxidante.
Extratos hidroetandlicos (70%) foram obtidos da casca das espécies Anadenanthera peregrina
(Angico); Bauhinia forficata (Pata de vaca); Copaifera langsdorffii (Copaiba); Hancornia
speciosa (Mangaba); Myracrodruon urundeuva (Aroeira); Stryphnodendron coriaceum
(Barbatimdo); da folha da Luehea divaricata (Acoita cavalo); Mangifera indica (Mangueira);
Plathymenia reticulata (Vinhatico); Psidium guajava (Goiaba-aracd); e do fruto da Syzygium

aromaticum (Cravo da india). Apo6s analisar as atividades antioxidante e inibitoria da
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acetilcolinesterase, 0 estudo apontou seis espécies com relevantes potenciais de agentes
terapéuticos contra a DA: Hancornia speciosa, Myracrodruon urundeuva, Copaifera
langsdorffii, Stryphnodendron coriaceum, Psidium guajava, Mangifera indica.

Almeida (2017) realizou um estudo em Roraima analisando os 6leos essenciais das
folhas e flores da espécie Hyptis dilatata (Horteld do mato). A avalia¢do levou em consideracao
0 periodo chuvoso e seco da regido. O 6leo essencial extraido das flores, nos dois periodos,
inibiu a enzima acetilcolinesterase acima de 90%, enquanto que o 6leo essencial extraido das
folhas, no periodo seco, apresentou a maior inibicdo, 96,4%. Acredita-se que 0S compostos
monoterpeno fenchona, a-pineno, 3-careno, limoneno, canfora, B-pineno e B-cariofileno,
presentes no Oleo essencial da folha, tenham acdo direta na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (ALMEIDA, 2017).

Os testes com Serjania erecta (Cip6 cinco-folhas) coletadas no estado de S&o Paulo,
indicou que a fragéo flavonoide do extrato aquoso, apresentou melhor seletividade para inibicéo
da AChE, quando comparada as fracdes hexanica e acetato de etila (BROGGINI et al., 2010).
No Parana, Seidl (2010) avaliou a atividade inibitoria de dezenove extratos hidroetandlicos
(56%) de diferentes espécies, tais como Pfaffia paniculata (Ginseng-brasileiro), Himatanthus
lancifolius (Agoniada), Rauvolfia sellowii (Café de anta), Tribulus terrestris (Abre os olhos),
Philodendron sellowianum (Cip6 imbé), Jacaranda micrantha (Caroba-rosa), Fucus
vesiculosus (Fava do Mar), Garcinia cambogia (Malabar tamarindo), Wilbrandia ebracteata
(Tauid), Discorea glandulosa (Japecanga), Bauhinia microstachya (Escada de macaco);
Trichilia catigua (Catigud), Passiflora actinia (Maracuja), Zea mays (Milho), Arundo donax
(Cana comum), Picrasma crenata (Pau amargo), Anchietea pyrifolia (Cipé sumo), Hybanthus
bigibbosus e Phoradendron falcifrons.

Para a espécie Rauvolfia sellowii as fracdes diclorometano, n-butanol e aquosa foram
as mais ativas, enquanto que, para a espécie Himatanthus lancifolius foram as fracGes
diclorometano e acetato de etila. Ao alcaloide uleina, identificado na espécie H. lancifolius, foi
atribuido ICsp = 0,45 uM, valor proximo ao intervalo de 1Cso referente a galantamina (0,39 a
1,5 uM). Dentre todos os extratos avaliados, somente as espécies de P. actinia, Z. mayz e G.
cambogia nédo apresentaram resultados de inibicdo da enzima satisfatorios (SEIDL, 2010).

Oliveira et al. (2018) realizaram a pesquisa com extratos hidroetanélicos (70%) e com
fracbes orgéanicas (hexano, cloroférmio, acetato de etila, butanol) da folha do Caryocar
brasiliense (Pequi) coletadas no estado do Tocantins. As fracfes hexanica e cloroférmica ndo

apresentaram atividade anticolinesterasica. Dentre os demais extratos, a fracdo com acetato de
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etila obteve a melhor atividade (ICso= 81,5 pug/mL), valor aproximado ao padrdo neostigmina
(ICs0= 88,0 pg/mL).

Assim, observamos apds este levantamento que no bioma Cerrado, 36 espécies de
plantas possuem potencial de inibi¢do da atividade colinesterasica, sendo 4 espécies coletadas
no estado de Goias, 3 espécies em Minas Gerais, 1 no Distrito Federal, 2 no Piaui, 6 no
Maranh&o, 1 em Roraima, 1 no Tocantins, 1 em Sdo Paulo, 16 no Parana e o Pequi no Ceara.

Apesar de o Brasil ser um pais biologicamente tdo rico, estudos referentes a plantas
medicinais cresceram somente a partir dos anos 2005 (CARNEIRO et al., 2014), muito
provavelmente, devido a instituicdo da Politica Brasileira de Plantas Medicinais. Carneiro et al.
(2014) realizaram um levantamento entre os anos de 1995 a 2011, sobre as tendéncias dos
estudos com plantas medicinais no Brasil e os dados na base Scielo do ano de 2009 se
destacaram, totalizando aproximadamente 45 publica¢des, um crescimento significativo, pois a
média anterior ao ano de 2005 era de 1 publicacéo por ano. Esses dados demonstram que apesar
do interesse no assunto, ainda sdo infimas as pesquisas em uma regido com enorme
biodiversidade e com ecossistemas tdo ameacados.

Podemos relatar com o nosso levantamento que a Myracrodruon urundeuva é uma das
plantas que consta na lista de plantas ameacadas de extin¢cdo conforme Portaria do MMA
443/2014 (MMA, 2014).

Nesse contexto ha a necessidade de uma reorganizacdo das estruturas do uso dos
recursos naturais, que padronizem planos de manejos, para que se possa compreender o papel
desse recurso natural no ecossistema e em consequéncia viabilizar o seu uso e até mesmo para

garantir que futuras geracdes usufruam dessas potencialidades.
4.4. CONCLUSAO

Analisando os dados obtidos podemos afirmar que 62% das espécies avaliadas
apresentaram atividade inibidora da acetilcolinesterase.

A espécie Eugenia dysenterica apareceu em 3 estudos, embora estes demonstram que
extratos da semente, das folhas, do caule e dos frutos ndo apresentaram atividade de inibicé&o,
em 2017 novos estudos, no Distrito Federal e no Piaui, tanto o0 extrato aquoso como o 6leo
essencial da folha apresentaram inibicao da acetilcolinesterase.

Outra espécie também reincidente em estudos foi a Hancornia speciosa, sendo que em
Goids e no Distrito Federal ndo foram verificados testes positivos para a inibicdo da
acetilcolinesterase, embora no Maranhdo, a espécie foi apontada como relevante potencial de

agentes terapéuticos contra a DA.
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Dados do ultimo levantamento das plantas do Cerrado quantificam 12.734 espécies, das
quais 10.845 sédo plantas pequenas. Estas sdo responsaveis pela cobertura do solo, prevenindo
a erosao causada pelo vento ou pela enxurrada, facilitando a infiltracdo das chuvas, realizando
também o armazenamento de carbono no solo (DURIGAN et al., 2018). Além da questdo de
protecdo ambiental e do potencial terapéutico, o fator econdmico também pode ser relacionado
a essas plantas, tanto pelo potencial ornamental como pelas propriedades nutritivas.

O levantamento realizado demonstra o potencial das plantas do bioma Cerrado,
considerando que poucas espécies foram investigadas, embora apresente resultados in vitro
positivos se comparados aos atuais inibidores. Testes in vivo devem ser realizados para
confirmar os resultados promissores aqui observados. O isolamento e identificacdo de novos

principios ativos se faz necessario perante a diversidade de plantas do bioma.
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5 CAPITULO II

Fitocomponentes, avaliagdo da atividade anticolinesterasica e toxicidade de extratos
hidroetanolicos da Parkia platycephala (Benth.)

Artigo publicado em inglés no periddico Journal of the Brazilian Chemical Society
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RESUMO

O bioma cerrado, composto por especificidades raras, aumenta a expectativa das indicacdes
terapéuticas das plantas ali adaptadas. Neste estudo realizou-se a avaliacdo da composicédo
quimica, das atividades antioxidante e anticolinesterasica e a da toxicidade de extratos
hidroetandlicos da espécie Parkia platychepala. Utilizou-se extracdo a quente (soxhlet) com
solucdo hidroetandlica 70% para a obtencéo de extratos brutos da folha (LE), casca (BE), flor
(FE) e semente (SE). A separacdo e identificacdo dos compostos foram realizadas por
cromatografia liquida com deteccdo por arranjo de diodo e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. As atividades antioxidante e anticolinesterasica foram realizadas
pelo método DPPHe e Ellman, respectivamente, e a toxicidade preliminar pelo método com
Artemia salina. As analises por cromatografia indicaram a presenca de naringina, kaempferol,
estigmasterol e B-sitosterol em todos os extratos. Destaca-se 0 &cido galico nos LE e FE, o acido
fertlico no BE e o lupeol e o acetato de lupeol no SE. Os LE, BE e FE apresentaram atividade
antioxidante, sendo que a atividade do BE (ICso = 14,72 + 0,13 pg/ml) é equivalente ao padréo
rutina (ICsp = 15,85 = 0,08 pg/ml). O SE apresentou o melhor potencial de inibicdo da
acetilcolinesterase (ICso = 5,73 + 0,68 pg/ml). Além do SE ndo ser toxico, 0s outros extratos
apresentaram baixo (LE, FE) e moderado (BE) nivel de toxicidade. Os extratos da P.
platycephala apresentam potencias usos antioxidante e terapéutico, principalmente frente a

Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Caracterizacdo quimica, Potencial Antioxidante, Fava de bolota, Cerrado,
Alzheimer.
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5.1. INTRODUCAO

A savana brasileira (Cerrado) é uma vasta regido, comumente caracterizada por uma
vegetacdo resistente as condicbes edafoclimaticas, consideradas desfavoraveis. Apesar de
representar a maior flora entre as savanas do mundo (Fank-de-Carvalho et al., 2015), apenas
8,21% de sua area total permanece em estado de conservacao natural (Barbosa, 2017).

A regido possui expressiva producéo agricola (aproximadamente 17,43 Mha dos gréos
soja, milho e algoddo, em 2014) o que acarretaram na destruicdo de grande parte de sua
cobertura nativa, afetando o estoque de carbono e a biodiversidade deste bioma (Bolfe et al.,
2016; Coelho et al., 2020; Lehmann and Parr, 2016; Scaramuzza et al., 2017).

Por sua area ser limitrofe com os biomas Amazénia e Caatinga, sua biodiversidade
abrange uma variedade de plantas, das quais apenas 30% esta catalogada (Fank-de-Carvalho et
al., 2015). Mesmo sendo baixos os indices etnobotanicos, ha uma ampla utilizacdo dessas
plantas com finalidades terapéuticas (Santos et al., 2020), ocasionando a exploracédo
indiscriminada em decorréncia de acdes extrativistas predatérias e politicas fracas de
conservacao (Rosa, 2020).

A bioprospeccdo das espécies vegetais € uma ferramenta para o desenho de estratégias
de conservacdo das espécies nativas, que promove um desenvolvimento regional sustentavel ao
revelar o valor social, econdmico, cultural e ambiental das plantas medicinais (Abdala e Carlos,
2020). Além disso, produz novas aberturas de como o construtivismo social e o realismo podem
ser combinados em estudos de ecologia politica (Benjaminsen and Svarstad, 2021).

A espécie Parkia platycephala, ou fava de bolota, faveira, visgueira, pertence a familia
Mimosaceae (subfamilia Mimosoideae ou Leguminosae Il) e € uma planta endémica encontrada
nos estados do Tocantins, Maranhéo e Piaui (Chaves et al., 2020; Lindoso et al., 2009).

Testes in vivo, comprovaram algumas atividades farmacoldgicas dessa espécie, tais
como os efeitos antinociceptivo, anti-inflamatorio, gastroprotetor e anti-helmintico da lectina
purificada dos extratos da semente P. platycephala (Bari et al., 2016; Silva et al., 2019). Dos
estudos cientificos com a espécie P. platycephala, quase todos séo referentes as vagens e com
aplicabilidade nos ramos da nutri¢do e infec¢bes gastrointestinais em bovinos (Aradjo et al.,
2019; Cavada et al., 2020; Santos et al., 2018).

O género Parkia é bastante numeroso, entretanto a quimica dessas espécies é pouca
conhecida (Saleh et al., 2021). Ha relatos da presenca de &cidos fenolicos (Builders et al., 2014),
flavonoides (Fayinminnu et al., 2017), terpenoides (Adaramola et al., 2012; Chhikara et al.,

2018), esteroides (Ezema et al., 2016), taninos (Fred-Jaiyesimi e Abo, 2009) e acidos graxos
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(Rahman et al., 2012) neste género. Tais compostos sdo eficazes no tratamento de pacientes
com Alzheimer (Santos et al., 2018).

Os pacientes portadores da doenca de Alzheimer nédo sintetizam a acetilcolina (ACh),
que é uma substancia essencial na atividade neuronal. Acredita-se atualmente que inibidores da
acetilcolinesterase (AChE) melhoram os sintomas de deméncia relacionados & doenga (Stanciu
et al., 2019). Estudos in vitro e in vivo da inibicdo da acetilcolinesterase (IAChE), sugerem que
especies do Cerrado sdo fontes promissoras de compostos terapéuticos contra a doenca de
Alzheimer (Oliveira et al., 2018; Penido et al., 2017; Thomaz, 2020).

A avaliacdo da capacidade antioxidante é citada em algumas pesquisas do género
Parkia, entretanto a analise do potencial neuroprotetor, tal como a inibicdo da
acetilcolinesterase sdo escassos, além do que a preocupacdo com a toxicidade dessas espécies
também é pouco enfatizada, mesmo com atividades farmacoldgicas em crescente processo.

Assim, o objetivo deste estudo foi realizar a bioprospeccao fitoquimica, determinar as
atividades antioxidante e anticolinesterasica e a toxicidade dos extratos da espécie Parkia

platycephala.
5.2. MATERIAL E METODOS

Coleta e Preparo

As amostras da folha, casca, flor e da semente da Parkia platycephala foram coletadas
no municipio de Palmas — TO, na Universidade Federal do Tocantins (UFT) - Campus Palmas
(10°10°55” S ¢ 48°21°45” W). As amostras passaram pelas etapas de secagem (60° C/48h) e
pulverizagdo (moinho de facas) e foram armazenadas em frascos de vidros fechados em
ambiente livre de luz. O projeto encontra-se cadastrado junto ao SISGEN sob numero
A06B860.

Extracéo

Utilizou-se 0 método extrativo a quente em sistema fechado por meio do equipamento
Soxhlet para a obtencdo dos extratos brutos hidroetandlicos da folha (LE), da casca (BE), da
flor (FE) e da semente (SE). Foi utilizada a proporcdo de 5 g do pé da espécie vegetal para 200
ml da solucéo etanol 70% (extracdo polar), durante aproximadamente 5h de refluxo. Apos o
término da extracdo, o solvente foi removido usando rotaevaporador (Marca FISATOM) at -
600 mmHg at 45 -C, em seguida os extratos foram congelados a -70° C e depois liofilizados no
Liofilizador de bancada L101 da LIOTOP.
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Caracterizacao por Cromatografia liquida com detec¢do por arranjo de diodo (CL-
DAD)

A andlise foi realizada pelo Centro de Estudos em Recursos Naturais da Universidade
Estadual do Mato Grosso do Sul. Os extratos foram solubilizados em agua: metanol (8:2; v: v)
e avaliados em uma coluna analitica CL (CL-6AD Shimadzu, Kyoto, Japdo) com o auxilio de
um sistema detector de fotodiodo que foi monitorado entre os comprimentos de onda A = 200-
800 nm. Em um aparelho analitico LC, onde a coluna era ODS HYPERSIL (C-18, 150 mm x
4,6 mm de didametro, Thermo Electron Corporation). O fluxo e o volume de injecdo foram,
respectivamente, 1 mL.min? e 10 pL. Todas as analises cromatograficas ocorreram a
temperatura de 25 °C. O eluente A foi composto por uma fase mével binaria de agua com acido
acetico (6%) e acetato de sodio (2 mM), e o eluente B, composto por acetonitrila e foi aplicado
0 seguinte gradiente: 0 min 5% B; 20 min 15% B; 30 min 60% B; e 40 min 100% B. Padrdes
de 4acido cafeico, acido elagico, &cido vanilico, acido sinépico, &cido ferulico e &cido galico,
rutina, luteolina, apigenina, naringina, kaempferol e quercetina foram usados (Sigma, 98%),
preparados em metanol-agua na concentragdo de 1000 pg.mL™2. A identificagdo dos compostos
com auxilio do detector de varredura na faixa espectral de 200-800 nm nédo revelou
interferéncias no tempo de retencdo das amostras em CL pelo método de eluicdo desenvolvido.
Os padrdes foram facilmente identificados e quantificados com base em seus espectros de
absorcéo na regido do UV e no tempo de retencdo. Os padrdes encontrados nos extratos foram
identificados de forma inequivoca por meio da realizacdo de experimentos de co-injegdo em
que aliquotas dos extratos e padrdes foram misturadas e diluidas para um volume conhecido e
analisados por CL. As curvas de calibracdo foram determinadas por regressdo linear. A
linearidade dos padrdes foi avaliada para 10 intervalos de concentracdo. Os erros padrao médios
para as areas de pico de injecGes replicadas (n = 5) foram inferiores a 2%, mostrando assim
uma boa repetibilidade da curva de calibragdo. O limite de detecc¢éo foi determinado injetando
(n=5) solucdes dos padrbes de concentracdo conhecida (20 pL cada) e, em seguida, diminuindo
as concentracdes das amostras até a deteccdo de um pico com relacdo sinal/ruido de 3 (Tabela

S1 - secdo Informacgbes Complementares). As analises foram realizadas em quintuplicata.

Caracterizacao por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

A analise foi realizada pelo Centro de Estudos em Recursos Naturais da Universidade
Estadual do Mato Grosso do Sul. A analise de CG-EM foi realizada usando um GC-2010 Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japéo, equipado com um detector de espectrometria de massa (CG-EM Ultra

2010), usando LM-5 (5% fenildimetilpolissiloxano), coluna capilar de silica fundida (15 m x
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0,2 mm de comprimento e filme de 0,2 um de espessura. Foi pesado 100 mg do extrato, em
seguida foram adicionados 2 ml de agua e 2 ml de hexano, ap6s a formacéo da fase, a fracdo de
hexano foi separada da fracdo aquosa. A fracio aquosa foram adicionados 2 ml de hexano e o
processo foi repetido novamente. Apés as duas extragoes, as fragdes de hexano foram secas e
suspensas em 1000 ml de hexano. Para analise de CG-EM, a solucdo foi primeiro filtrada
através de ultrafiltro de 0,45 um. A analise ocorreu nas seguintes condi¢cdes: gas de arraste de
hélio (99,999% e vazdo de 1 mL min), 1 uL de volume de injecdo, razdo de divisio (1:20),
temperatura inicial do forno ajustada para 150°C e o aquecimento em 150°C a 280°C a 15°C
min-: e uma manutencdo a 280 °C por 15 min (Cardoso, 1998). A temperatura do injetor era de
280 °C e a temperatura do detector quadrupolo era de 280 °C. Os parametros de varredura de
MS incluiram uma voltagem de ionizacao por impacto de elétrons de 70 eV, uma faixa de massa
de 45-600 nm (m/z) e um intervalo de varredura de 0,3 s. As identificagOes foram realizadas
comparando os espectros de massa obtidos nas bibliotecas NIST21 e WILEY229. Em alguns
casos, quando os espectros identificados ndo foram encontrados, apenas o tipo estrutural do
componente correspondente foi proposto com base em sua fragmentacéo espectral de massa.
Quando possivel, os compostos de referéncia foram cocromatografados para confirmar os
tempos de retencdo de CG. Os padrdes do estigmasterol, campesterol, B-sitosterol, lupeol e
acetato de lupeol (Sigma, >98%) foram preparados em hexano na concentragdo de 1000
pmg/mL. As concentragdes dos compostos foram determinadas por calibragdo externa. A
linearidade para os padrbes foi avaliada para 5 intervalos de concentracdo. Os erros padrdo
médios para as areas de pico de injecdes replicadas (n = 5) foram inferiores a 2%, mostrando
assim uma boa repetibilidade da curva de calibracdo. Os respectivos coeficientes de
determinacdo (r:) foram 0,9996 para estigmasterol, kaempferol, B-sitosterol e lupeol e r: =

0,9994 para acetato de lupeol. As analises foram realizadas em quintuplicata.

Determinacéo de Atividade Antioxidante

O poder antioxidante foi mensurado pelo método do radical DPPHe, seguindo as
descricdes de Brand-Williams et al. (1995) e com algumas modifica¢cdes conforme Fernandes
et al. (2021). Determinou-se 0 ICsp (ug/mL), denotando a concentragdo de uma amostra

necessaria para diminuir a absorbancia em 50% a 517 nm.

Determinacdo Atividade Anticolinesterasica

A analise foi realizada pelo Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do Centro de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual do Ceara. A atividade inibitéria da enzima

acetilcolinesterase (IAChE) foi determinada baseando-se na metodologia descrita por Ellman
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etal. (1961), a qual utilizou placas de 96 pocos e concentracéo final de 0,2 mg/mL, para afericdo
da absorbancia a 405 nm (Elisa BIOTEK, modelo ELX 800, software “Gen5 V2.04.11”) durante
30 segundos. Em seguida, incubou-se a enzima acetilcolinesterase (0,25 U/mL) e absorbancia
foi aferida por 25 min, em intervalos de 1 em 1 minuto. Todas as amostras foram analisadas em

triplicata. Utilizou-se a fisostigmina como controle positivo.

Determinagéo Toxicidade

A andlise preliminar do potencial toxico foi realizada usando o método da Artemia
salina segundo metodologia de Meyer et al. (1982) com adaptacdes. Inicialmente incubou-se
0s ovos de Artemia salina (0.1g), em 1L de solucdo salina a 3%, com sal marinho sintético,
pH ajustado entre 8 a 9 (com carbonato de sédio 1 M), expostos a luz artificial (lampada
incandescente de 60W) durante 24 horas para que houvesse a eclosao.

Preparou-se tubos de ensaios, em triplicatas, com 5 mL de solucéo dos extratos (LE,
BE, FE, SE) diluidos em solucdo salina de DMSO (1%), em concentra¢des variadas (4-4000
pug/mL) e também tubos contendo apenas solugdo de DMSO (1%) diluida em solugdo salina
(3%) para o grupo controle, todos com pH ajustado entre 8 e 9. Adicionou-se 10 nauplios em
cada tubo de ensaio. Apds um periodo de 24 horas, foi realizada a contagem do numero de
nauplios imdveis e determinado o percentual de mortalidade, a partir do qual determinou-se o
ICso de cada extrato. A classificacdo do extrato seguiu os critérios estabelecidos por Nguta et
al. (2011), que definem extratos com valores de I1Csp< 100 pg/mL como altamente tdxicos,
100 < ICsp< 500, moderadamente toxicos, 500 < ICsp< 1000, apresentam baixa toxicidade

e 1Cso > 1000 pg/mL s&o considerados atoxicos (ndo toxicos).

Anélise Estatistica

O conteldo da caracterizagdo quimica, a atividade antioxidante e atividade
anticolinesterasica sdo apresentados em média + desvio padrdo (DP) da determinacdo em
quintuplicatas e triplicatas, respectivamente. O 1Cso foi determinado a partir do programa
Graphpad Prism 9, por regressdo nao linear. Foram utilizados anélise de variancia (ANOVA) e

o teste de Tukey para identificar diferencas significativas entre as médias (p < 0,05).
5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacéo por CL-DAD
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Na analise por CL-DAD dos extratos da folha, casca, flor e semente da P. platycephala
foram identificados (Figura S1) e quantificados os &cidos fenolicos (galico, elagico, cafeico e
ferulico), a flavonona naringina e o flavonol kaempferol (Tabela 3).

Tabela 3. Teores dos compostos quimicos empregando CL-DAD nos extratos brutos hidroetanolicos da folha
(LE), da casca (BE), da flor (FE) e da semente (SE) da P. platycephala.

Concentracéo (mg/g)

Composto
LE BE FE SE

Acido galico 217,6 +1,1* 159,4+0,9° 192,9+1,1° -
Acido cafeico 174,6+1,2* 119,7+0,7° - -
Acido ferdlico 107,9+1,0° 182,7 + 1,02 - -
Acido elagico 182,1+0,72 - 123,4 +1,0° -

Naringina 84,8+04% 77,3+0,2° 659+05% 751+04°

Kaempferol 98,7+0,2° 876+05° 792+03° 87,2+0,2°

Valores representam a média seguida do desvio padrdo (Média + DP). As letras minudsculas iguais, na mesma linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Em todos os extratos foram detectados, naringina e kaempferol, destacando-se o LE
com maiores teores de ambos. Uma semelhanca estatistica entre BE e SE também foi detectada
para kaempferol. Destacam-se os teores de acido galico no LE (217,6 + 1,1 mg/g) e FE (192,9
+ 1,1 mg/qg), &cido fertlico no BE (182,7 + 1,0 mg/g) e acido elégico (182,1 £ 0,7 mg/g) no LE.

A caracterizacdo quimica da espécie P. platycephala ainda é pouco descrita, embora
existam estudos com o género Parkia que possam indicar possiveis compostos em comum. Os
acidos galico e elagico, a naringina e o kaempferol ja foram identificados em estudos com o
extrato etanolico da folha da P. platycephala (Figueiredo et al., 2020).

Os &cidos caféico e fertlico estdo presentes nas vagens das espécies Parkia speciosa e
Parkia javanica (Ko et al., 2014; Loukrakpam et al., 2019). Esses compostos inibem a producéo
da secrecdo do acido gastrico (Umre et al., 2018), gerando um efeito gastroprotetor. Tal
bioatividade foi comprovada nas folhas da espécie P. platycephala (Silva et al., 2019).

Ressalta-se que o acido galico possui acentuada atividade anti-inflamatdria em doencas
neurodegenerativas, sendo capaz de reverter a amnésia induzida por escopolamina, devido a
capacidade de inibicdo do estresse oxidativo, age também na diminuicdo da atividade da
acetilcolinesterase (Kahkeshani et al., 2019).

O acido elagico gera efeitos neuroprotetores e melhoramento cognitivo, resultados

alcancados pela redugéo no estresse oxidativo (Jha et al., 2018). O kaempferol alivia o
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comprometimento da memoria, reduz a neuroinflamacdo, podendo ser indicado como agente
contra a doenca de Parkinson, doencga de Alzheimer e isquemia cerebral (Kouhestani et al.,
2018; Yang et al., 2019).

Outro potencial agente neuroprotetor é a naringina, estudos comprovam que 0 composto
provocou a supresséo da atividade da acetilcolinesterase em ratos, bem como, o aumento da
expressao do fator neurotréfico e a reducdo de convulsdes (Jeong et al., 2015; Sachdeva et al.,
2014).

Caracterizagéo por CG-EM

Na andlise por CG-EM foram identificados e quantificados cinco compostos, dos quais,
trés sdo esteroides (campesterol, estigmasterol ¢ B-sitosterol) e dois triterpenoides (lupeol e

acetato de lupeol) (Tabela 4).

Tabela 4. Teores dos compostos quimicos quantificados por CG-EM nos extratos brutos hidroetanolicos da folha
(LE), da casca (BE), da flor (FE) e da semente (SE) da P. platycephala.

Concentracéo (mg/g)
Composto
LE BE FE SE

Campesterol 21,0+0,1* 20,7+0,1° - 18,9+ 0,1¢
Estigmasterol 253+0,1¢ 257+0,2> 247+0,1% 343+0,12
B-sitosterol 61,3+0,22 60,1+0,2° 22,1+0,1¢9 23,7+0,2°

Lupeol 495+0,2> 48,4+0,1° - 71,8 +0,3?

Acetato de lupeol 51,9+0,2° 52,7+0,2° - 55,5+ 0,2°

Valores representam a média seguida do desvio padréo (Média + DP). As letras minUsculas iguais, na mesma linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

O teor de B-sitosterol foi majoritario em LE (61,3 + 0,2 mg/g) seguido de BE (60,1 +
0,2 mg/g) comparando-se todos 0s extratos. Em relacdo ao lupeol (71,8 = 0,3 mg/g), acetato de
lupeol (55,5 + 0,2 mg/g) e estigmasterol (34,3 £ 0,1 mg/g), o SE apresentou niveis
estatisticamente superiores aos demais extratos.

Apesar da maioria dos relatos de caracterizacdo do género Parkia serem das vagens ou
sementes, ha alguns dados sobre folhas e casca (Saleh et al., 2021). Alguns estudos de espécies
deste género também identificaram o0s compostos deste estudo. A espécie Parkia speciosa
apresenta em suas sementes, o campesterol, 0 estigmasterol, o p-sitosterol e o lupeol (Rahman et
al., 2012). Na Parkia biglobosa (P. biglobosa) foi detectado, o campesterol, o estigmasterol e
0 B-sitosterol (sementes), o lupeol (casca) e o acetato de lupeol (folhas e casca) (Gnansounou et

al., 2019; lbrahim et al., 2016; Olatunya et al., 2019). Verificou-se, também a presenca do [3-
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sitosterol nas folhas da Parkia javanica (Dinda et al., 2009). Ha relatos da presenga do f-
sitosterol (casca) e do lupeol (raiz) na espécie Parkia bicolor (Fotie et al., 2004; Nkainsa et al.,
2020).

O lupeol é um triterpeno natural, com comprovadas agBes anti-inflamatorias e
imunomoduladoras, que agem diretamente no cérebro, induzindo a neuroprotecdo (Oliveira-
Junior et al., 2019). Ja& o acetato de lupeol, possui comprovado efeito neuroprotetor, devido a
atividade anti-inflamatoria que atua no opioide cerebral (Lucetti et al., 2010). Segundo Wang
et al. (2016), esse efeito é extremamente benéfico para o tratamento da doenca de Alzheimer.

Ayaz et al. (2017) afirmam que o PB-sitosterol possui eficiéncia dupla, pois inibe a
enzima acetilcolinesterase e elimina as espécies reativas no cérebro. Tais efeitos, por
consequéncia melhoram os déficits cognitivos, a memdria de curto prazo e as deficiéncias

locomotoras (Ayaz et al., 2017).

Atividades Antioxidante e Anticolinesterasica

Foram determinados elevados potenciais antioxidante, 1Cso < 3 X ICso[rutina], (Melo et
al., 2010) e iIAChE, ICsp < 20 pg/ml (Santos et al., 2018), nos extratos brutos da folha, casca,
flor e semente da P. platycephala (Tabela 5).

Tabela 5. Potencial antioxidante e atividade inibidora da acetilcolinesterase dos extratos brutos hidroetanolicos da
folha (LE), casca (BE), flor (FE) e semente (SE) da P. platycephala e do controle rutina (R) e fisostigmina (F).

Extrato DPPH- iIAChE

ICso(pa/ml)  1Cso(ua/mli)

LE 29,32 +1,00° 13,07 £0,61¢
BE 14,72 +0,13* 13,02 +0,15°
FE 3545+1,36° 12,73+0,73°
SE ND 5,73+ 0,68°
R 15,85+ 0,082 -

F - 1,15+ 0,05?

ND- ndo detectado. Valores representam a média seguida do desvio padrdo (Média £ DP). As letras minusculas
iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

A atividade antioxidante do BE (ICso = 14,72 + 0,13 pg/mL) equivale estatisticamente
a atividade do controle positivo, a rutina (ICsp = 15,85 = 0,08 pug/mL). Estudos realizados com
a casca da espécie P. biglobosa confirma o excelente potencial antioxidante (ICso = 6,210 *
0,001 pg/mL) das cascas desse género (Ouedraogo et al., 2021).
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Observou-se que, dentre os compostos fendlicos detectados no BE, o acido ferulico, em
teor majoritario nesse extrato, vem sendo amplamente estudado, devido ao seu elevado
potencial antioxidante (Tee-Ngam et al., 2013). Ele é facilmente absorvido pelo corpo e tém a
capacidade de permanéncia prolongada no sangue (Zdunska et al., 2018).

Estudos recentes com a folha e a semente da P. platycephala demonstraram que a
extracao sequencial com polaridade crescente (hexano, metanol e etanol (70%), foi promissora
para os extratos da folha, apresentando relevante potencial antioxidante, tanto para o extrato
metandlico (ICso = 30.19 + 0.75 pug/mL) quanto para o hidroetanolico (ICso = 40.62 £ 0.65
pug/mL) (Fernandes et al., 2021). Entretanto, o potencial antioxidante do LE (ICsp = 29,32 *
1,00 pg/mL) sugere que o método por extragdo polar, otimizou o processo de extracdo, uma vez
gue aumenta a capacidade antioxidante do extrato hidroetanolico. Em relacdo os extratos da
semente, 0 método de extracdo nao teve influéncia na capacidade antioxidante, pois ambos ndo
atingiram 50% nas concentragdes testadas (10-200 pg/mL) (Fernandes et al., 2021). Assim
como relatado por Farias et al. (2013), a atividade antioxidante para o extrato da semente da P.
platycephala € de baixo potencial, o que pode ser justificado pela auséncia de acidos fendlicos
em sua composi¢ao.

Nos estudos realizados por Dubey et al. (2020), os extratos da folha e flor da espécie
Parkia roxburghii apresentaram potencial antioxidante de 1Cso =16 + 0.002 ug/mL e 1Cso = 68
+ 0.004 pg/mL, respectivamente. Realizando um comparativo entre as espécies, verificou-se
gue em ambas, a folha apresentou poder antioxidante superior a flor, entretanto o potencial
antioxidante da folha (ICso = 35,45 + 1,36 ng/mL) da P. platycephala é inferior ao potencial do
extrato da folha da Parkia roxburghii, ja para a flor o efeito foi contrério. Tais variagcdes, podem
ser justificadas, além da diferenciacdo de espécies, também pelas condicdes edafoclimaticas,
que afetam diretamente a composi¢ao metabolita do vegetal (Zdunska et al., 2018).

Em relacdo ao efeito iAChE, conforme a Tabela 3, observou-se que 0 SE (ICso = 5,73
0,68 pg/mL) é o extrato mais potente. Os demais extratos sdo estatisticamente semelhantes e
também possuem elevado potencial inibidor. Essa bioatividade é ratificada por Fernandes et al.
(2021).

Ao realizar o comparativo entre métodos extrativos polar e sequencial com aumento de
polaridade, da folha e semente da P. platycephala, foi observada a influéncia dos mesmos no
efeito inibidor da acetilcolinesterase, apenas nos extratos da semente, tendo o método extrativo
polar uma melhor eficiéncia (ICso = 5,73 + 0,68 pg/mL), enquanto o método sequencial
apresentou 1Csp = 9.85 = 0.76 ug/mL, 1Cs0 = 12.14 £ 0.12 pg/mL e 1Cs0 = 12.90 + 0.14 pg/mL,
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para os extratos hexanico, metandlico e hidroetandlico, respectivamente (Fernandes et al.,
2021).

O excelente efeito do SE foi associado aos compostos lupeol (71,8 £ 0,31 mg/g) e
acetato de lupeol (55,5 + 0,2 mg/g). Ahmad et al. (2020) realizaram testes in vivo em
camundongos, com acumulo de placas de beta-amiloide, umas das caracteristicas do Alzheimer.
Foram administradas doses orais (50 mg/kg) de lupeol nesses camundongos, e 0s resultados
mostraram a diminuicdo significativa do estresse oxidativo, da neuroinflamacdo e das
deficiéncias de memoria (Ahmad et al., 2020).

Segundo Nejma et al. (2017), o lupeol apresenta efeito IAChE (ICsp= 38.31 + 1.30
ug/mL) devido a configuragdo triterpénica ¢ o alcool secundario livre C-3 do composto. O seu
derivado, acetato de lupeol, também apresenta poder de inibicdo da acetilcolinesterase (ICso=
142.55 +£2.12 pg/mL) (Nejma et al., 2017). De acordo com os critérios de Santos et al (2018),
esses compostos apresentam efeito inibidor da AChE moderado (20 pg/mL < ICsp < 200
pg/mL).

Acredita-se que, o poder inibidor dos demais extratos (LE, BE e FE), esteja relacionado
a associacdo entre 0os compostos fenolicos e os esteroides detectados em cada extrato.

Karimi et al. (2021) afirmaram que mesmo moléculas pequenas como, estigmasterol, 3-
sitosterol e campesterol apresentam efeito inibidor para a acetilcolinesterase e sao possiveis
casos de sucesso na descoberta de novas drogas anti-Alzheimer.

Segundo Elufioye et al. (2017) o campesterol apresenta alto poder iIAChE (ICso = 1,89
pg/mL), ratificando as variadas pesquisas que apontam os fitoesterois como excelentes
inibidores desta enzima.

Compostos como o acido galico, possuem excelente efeito de iIAChE (ICso= 5,85 UM
ou 0,995 pg/mL) (Murray et al., 2013). Kaur et al. (2019) observaram o efeito iIAChE de fracGes
de acetato de etila da espécie Ganoderma mediosinense, e apds purificacdo de uma dessas
fracOes, relataram ser o acido galico o responsavel por tal efeito.

Testes comprovaram que a administracdo em camundongos, do acido ferulico (10 e 20
mg/kg de peso corporal) associada ao cadmio, inibiram a AChE e melhoraram as condicdes
neuromodolatorias dos animais (Adefegha et al., 2016).

O écido cafeico possui comprovada acdo modulador da atividade da AChE (in vitro e
in vivo), com efeitos positivos na circulagéo cerebral e no desempenho cognitivo (Anwar et al.,
2012). Sabernavaei et al. (2018) isolaram o &cido cafeico da fragdo metandlica da espécie

Leutea avicennia. Esse composto apresentou excelente poder de iAChE (ICso = 12,06 + 2,01
pg/mL).



86

Oh et al. (2021) isolaram o 4acido elagico da espécie Castanopsis cuspidata e
verificaram, em testes in vivo, que esse composto apresenta elevado poder de iIAChE (ICsp =
12,40 £ 2,4 uM).

Ressalta-se que ndo foram encontrados estudos anteriores que avaliaram a inibicdo da
acetilcolinesterase por extratos de espécies vegetais da casca e flor do género Parkia, assim os
dados aqui apresentados sdo os primeiros relatos do género, especificamente da espécie Parkia

platycephala, indicando potencial uso terapéutico da mesma contra a doenca de Alzheimer.

Toxicidade preliminar
A Tabela 6 mostra os resultados toxicolégicos para os extratos brutos da folha, casca,

flor e semente da P. platycephala.

Tabela 6. Concentracdes letais de 50% (ICso) dos extratos hidroetanolicos da folha (LE), casca (BE), flor (FE) e
semente (SE) da P. platycephala pelo teste com Artemia salina.

Extrato 1Cso(ug/ml)  Toxicidade
LE 522,37 £ 65,8 baixa
BE 445,00 £ 68,2 moderada
FE 772,00 £ 0,01 baixa
SE ND ndo toxica

ND — néo detectavel; Valores representam a média seguida do desvio padrdo (Média + DP).

O uso dos extratos da P. platycephala para fins medicinais €é relativamente seguro, visto
que, além de 50% dos extratos apresentaram toxicidade de nivel baixo (500 pg/ml < ICso <
1000 pg/ml), verificou-se também a auséncia de toxicidade no SE, cujo 1Cso > 1000 pg/ml.

Fernandes et al. (2010) ratificam o uso seguro dos extratos da folha da P. platycephala,
apos verificarem auséncia de toxicidade aguda (1000 mg/kg) e de citotoxicidade em eritrocitos
(100pg/mL) de camundongos.

O extrato da folha da P. biglobosa apresentou ligeira toxicidade em peixes na faixa de
500-5000 mg/kg de peso corporal (Abalaka et al., 2010). O extrato aquoso da semente de
Parkia clappertoniana, administrado por via oral (100-500 mg/kg) em ratos foi classificado
como nao toxico (Boye et al., 2016; Saleh et al., 2021).

N&o houve indicios de citotoxicidade do extrato da casca da P. biglobosa em células
musculares C.C.. murinas em concentragdes até 300 pg/mL (Asuzu ¢ Harvey, 2003). Porém
testes in vivo de toxicidade aguda oral e intraperitoneal (ip), também foram realizados em
camundongos Wistar adultos, e apesar de nenhuma morte ter sido registrada com a dose

maxima (1000 mg/kg), foi relatado que, ap6s a administragdo ip, alguma toxicidade foi
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observada e 0 ICsp foi estimado em 457 mg/kg (Asuzu e Harvey, 2003), que classifica o extrato
da casca como moderadamente toxico (GHS, 2021) .

Testes preliminares de toxicidade com A. salina, também foram realizados por
Nounagnon et al. (2017) em extratos etandlicos da folha e casca da P. biglobosa e
demonstraram na casca uma toxicidade mais acentuada, apresentando dose letal, equivalente a
metade da dose da folha.

Por fim, percebe-se assim, ser importante a continuidade dos estudos com a espécie P.
platycephala, visto que, os dados aqui apresentados indicam promissoras atividades bioldgicas,

tanto antioxidante quanto a anticolinesterasica.
5.4. CONCLUSAO

A composicdo quimica de P. platycephala do cerrado tocantinense permitiu a
quantificacdo de &cidos fendlicos (&cido galico, elégico, ferulico, caféico), flavonona
(naringina), flavonol (kempferol), esteroides (campesterol, estigmasterol e [-sitosterol) e
triterpenoides (lupeol e acetato de lupeol).

Apresentaram um bom potencial antioxidante os LE, CE e FE. A inibicdo da
acetilcolinesterase por todos os extratos da P. platycephala, fortalece os indicios de a¢éo contra
a doenca de Alzheimer. Além disso, 0s extratos apresentaram baixa toxicidade no modelo com
A. salina, com excecdo do BE que foi moderada.

Nesse contexto, é indicado dar continuidade aos estudos com a espécie com fins de
incentivar as pesquisas locais, em busca do isolamento dos principios ativos e aplicacdo das

novas indicagdes terapéuticas.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Parametros de quantificacdo das andlises da cromatografia liquida CL-DAD.

Pico TR Composto A Curva de calibracéo LOD (ng) LOQ (ng)
(min) (nm)
1 231 Acidogalico 270 Y=0,007+ (1,41 x 10 X 0,40 1,33
2 6,31 Acido caféico 325 Y=0,004+ (2,23 x 10°%) X 0,35 1,17
3 883 Acidoferdlico 325 Y=0,006+ (1,67 x 10°) X 0,35 1,17
4 2156 Acidoelagico 250 Y=0,006+(2,74x10%X 0,42 1,40
5 23,75 Naringina 325 Y=0,008+(2,11x10%) X 0,78 2,60
6 27,92 Kaempferol 250 Y=0,003+(1,98x10%) X 0,69 2,30

TR: tempo de retencgéo; A: comprimento de onda; LOD: limite de detecgdo; LOQ: limite de quantificagao.
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Figura S1. Cromatogramas (CL-DAD) dos extratos hidroetanolicos da P. platycephala Benth.: (A) folha; (B)
casca; (C) flor e (D) semente. Pico 1: acido galico; Pico 2: acido cafeico; Pico 3: &cido ferlico; Pico 4: acido
elagico; Pico 5: naringina; Pico 6: kaempferol.
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6 CAPITULO III

Investigacdo quimica, potencial toxico e efeito inibidor da acetilcolinesterase dos extratos da
folha e semente da Parkia platycephala

Artigo publicado em inglés no periédico Journal of Medicinal Plants Research
DOI: http://dx.doi.org/10.5897/JMPR2021.7158

2021, 15(9):401-412
RESUMO

O presente trabalho avaliou o potencial inibidor sobre a acetilcolinesterase, a toxicidade e
determinou os componentes ativos de diferentes extratos da folha e semente da Parkia
platycephala. Todos os extratos foram obtidos através da extracdo a quente em sistema
fechado (Soxhlet). Realizou-se extracdo sequencial na mesma amostra vegetal utilizando-se
hexano, metanol e solucdo hidroetanolica (70%), obtendo-se extratos hexanico, metandlico e
etandlico da folha e da semente, LEH, LEM, LEE e SEH, SEM e SEE, respectivamente. Foi
realizada a analise fitoquimica, e a caracterizacdo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (CG-EM). Em seguida quantificou-se o teor de fenois, flavonoides
totais e o potencial antioxidante. Finalizou-se com a toxicidade frente a Artemia salina e o
potencial de inibicdo da acetilcolinesterase. A presenca de taninos, flavonoides, saponinas,
fitoesterois/triterpenoides e alcaloides foi detectada na andlise fitoquimica. Os extratos da
folha apresentaram potencial antioxidante, LEM (ICso = 30,19 + 0.75 pg/mL) e LEE (ICso =
40,62 £ 0.65 pg/mL. A analise por CG-EM indicou uma diversidade de compostos,
evidenciando-se o urs-12-ene (triterpenoide) e o 1,2,3-benzenetriol (fenol) nos extratos da
folha, 0 acido linoelaidico (&cido graxo), 0 (2)-9-octadecenamida,
triciclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane 1(22),7(16)-diepoxy, (Z)-7-hexadecenal (aldeido graxo),
nos extratos da semente. A analise preliminar de toxicidade demonstrou que o uso de folhas e
sementes de P. platycephala para fins medicinais é relativamente seguro. Todos 0s extratos
inibiram a acetilcolinesterase, comparando-se ao controle fisostigmina, com valores de ICso
na faixa de 9,85 a 15,68 mg/mL. Assim, estes dados apoiam a indicagdo da Parkia

platycephala como potencial terapia contra o Alzheimer.

Palavras-chave: Fitoquimica, atividade antioxidante, toxicidade, fava de bolota, Alzheimer.
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6.1. INTRODUCAO

A procedéncia da doenca de Alzheimer (DA) apesar de variadas indicacGes, ainda é
alimentada pela hipotese colinérgica, que relaciona os sintomas de deméncia a queda do nivel
da acetilcolina, um neurotransmissor e neuromodulador (KUPPUSAMY et al., 2017,
SHARMA, 2019). A disponibilidade da acetilcolina é regulada pela enzima acetilcolinesterase
(AChE), ou seja, a inibicdo desta enzima aumenta a concentracao da acetilcolina nas sinapses,
melhorando a comunicac&o entre as células (DECKER e DUNCAN, 2020; MOTA et al., 2012).

Dentre as principais abordagens terapéuticas para o tratamento da DA, esta a galantamina, um
composto isolado da espécie Galanthus spp., com capacidade de inibir a acetilcolina (HEINRICH,
2010). O interesse em espécies vegetais (ervas) com acdo medicinal frente ao Alzheimer (SOHEILI et
al., 2021), é devido a algumas drogas sintéticas disponiveis atualmente, estarem associadas a varias
reacOes indesejaveis nos pacientes, como efeito colateral periférico, hepatotoxicidade e disturbios do
trato gastrointestinal, apesar de terem se mostrado eficazes na inibigdo da AChE (SHAIKH et al., 2021).

Apesar da evolugdo da pesquisa cientifica na busca por novos ativos contra a DA, ainda séo
infimos os dados que confirmam o efeito de iIAChE das plantas brasileiras (abaixo de 1%), comparado
a tamanha biodiversidade nacional (SANTOS et al., 2018). Em estudos regionais, do Bioma Cerrado,
além de ratificar esse dado, foi detectado que apenas testes qualitativos de iIAChE eram realizados,
demonstrando a necessidade de uma investigacdo mais detalhada das espécies da regido.

Nessa perspectiva, a espécie Parkia platycephala (P. platycephala), uma arvore muito
conhecida no Brasil pelos nomes vernaculos “faveira”, “faveira-preta”, “visgueiro”, “fava de boi”,
“sabiu” ou “fava de bolota” (CHAVES et al., 2020), que apesar de carregar toda uma representativadade
regional (arvore simbolo do estado do Tocantins e caracteristicas peculiares por sua localizagdo na
transicdo entre o Cerrado e a Caatinga brasileira) (LORENZI, 2020; TOCANTINS, 2012), pouco se
conhece sobre seu potencial terapéutico, muito embora seus extratos e ativos isolados, principalmente
das vagens, sejam notorios nos ramos da nutricao e infecgBes gastrointestinais em animais (ARAUJO
etal., 2019; CAVADA et al., 2020; SANTOS et al., 2018).

Ha relatos da presenca de compostos fenolicos, flavonoides, flavonas, taninos condensados
fitoesteroides, e saponinas nessa espécie (OLIVEIRA et al., 2017). Dentre seus usos terapéuticos, 0s
efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério, foram observados ap6s aplicacdo intravenosa da lectina
purificada, obtida da semente da P. platycephala, em camundongos (BARI et al., 2016). Ainda em
estudos com lectina, o efeito gastroprotetor e anti-helmintica foi relatado, contra as cepas
multirresistentes de S. aureus e E. coli. ap6s associagcdo da mesma com gentamicina (SILVA et al.,
2019). O extrato etandlico e as fragBes hexanica, acetatica e metanolica da folha da P. platycephala
apresentaram inibicdo na eclosdo de ovos de tricoestrongilideos (FIGUEIREDO et al., 2020). Mesmo

que escassos, ha outros enfoques da aplicacdo dos extratos da espécie P. platycephala, tal como a analise
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preliminar da iAChE, que avaliou os extratos etandlicos de sementes de espécies vegetais do semiarido
brasileiro, constatando atividade anti-colinesterasica (71,5%) dessa espécie (FARIAS, 2013).

Na busca por novos iIAChE de origem natural, o objetivo do presente trabalho € realizar a
caracterizacdo fitoquimica e avaliar a toxicidade preliminar dos extratos da folha e semente de P.
platycephala, bem como, o potencial de inibicdo de acetilcolinesterase desses extratos, com a

perspectiva de desenvolvimento de novos farmacos contra a DA.
6.2. MATERIAS E METODOS

Material Vegetal

A coleta das folhas e sementes da P. platycephala foi realizada dentro da Universidade Federal
do Tocantins - Campus Palmas, entre as coordenadas 10°10°55”S e 48°21°45”W ¢ foram tombadas e
incorporadas ao acervo do Herbario do Tocantins (HTO) localizado na Universidade Federal do
Tocantins (UFT), no municipio de Porto Nacional, sob nimero HTO 12007. O projeto encontra-se
cadastrado junto ao SIGEN sob nimero A06B860.

Preparacdo dos extratos

Apbs a coleta, o material vegetal (folha e semente) foi seco em estufa a 60 °C pelo periodo de
48 horas, pulverizado com o auxilio do moinho de facas tipo Willye (Fortinox STAR FT 50) com
granulometria abaixo do Mesh 20 e armazenado em recipiente de vidro livre de contaminacdo,
preservando-a de umidade. Foram realizadas extrages sequenciais a quente em sistema fechado, por
meio de aparato Soxhlet. Iniciou-se a extragdo com solvente hexano, para o desengorduramento da
amostra, por um periodo de 5h de refluxo, obtendo-se o extrato hexanico da folha (LEH) e da semente
(SEH). Apds completado o tempo da extragao, antes de se iniciar a extracdo com o solvente subsequente,
a amostra vegetal foi seca a temperatura ambiente por 12 horas. Em seguida repetiu-se 0 processo
extrativo para cada solvente (metanol e etanol 70%), obtendo-se os extratos metandlicos (LEM, SEM),
e etanolicos (LEE, SEE), da folha e semente, respectivamente.

O solvente de todos os extratos foi removido usando rotaevaporador (Marca FISATOM) at -600
mmHg at 45 oC. Em seguida os extratos foram congelados a -70 °C, liofilizados em liofilizador de

bancada L101 da LIOTOP e armazenados em frascos herméticos para analises posteriores.

Prospeccao fitoquimica

A caracterizacdo qualitativa das principais classes de metabolitos secundarios foi realizada
através de analises baseadas em reacdes de precipitacdo e/ou coloracdo, com reativos especificos para
flavonoide, tanino, fitoesterol, terpenoide, quinona, saponina e alcaloide (MATOS, 2009; SARAIVA et
al., 2018; SIMOES et al., 2017).

Caracterizacao por cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG-EM)
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A anélise foi realizada pela Central Analitica do Instituto de Quimica da USP. Os
extratos foram analisados por CG-EM usando um cromatografo Shimadzu® modelo QP2020
Ultra equipado com uma coluna ZB-5HT (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno x 0,25 pm de espessura do filme). Foi realizado a metodologia nas seguintes condigdes:
aquecimento a 50°C por 1 min, até atingir 320°C em 35 min. Temperatura de injecdo: 320°C;
Temperatura da interface: 320 °C; gas arraste (Hélio): 1 ml/min; A energia do elétron era de
70 eV e a temperatura da fonte de ions era de 320°C; modo de digitalizacdo. Foi injetado 1 pL
de cada extrato, no qual os constituintes foram identificados por compara¢do com 0s espectros
de massa da biblioteca Instituto Nacional Americando de Padrdes e Tecnologia (NIST) 14.

Determinacéo do teor de Compostos Fendlicos Totais

A quantificacdo do teor de compostos fenolicos totais foi realizada pelo método Folin—
Ciocalteu, segundo Amorim et al. (2012), com modificac6es, usando &cido galico como padréo.
Amostras (0,2 mL) de solugdes metandlicas (1 mg/mL, p/v) dos extratos (LEH, LEM, LEE,
SEH, SEM, SEE) ou do padrio (4 a 100 pg/mL, p/v) foram misturadas com solucéo aquosa do
reagente Folin-Ciocalteu (0,5 mL a 10%, v/v), carbonato de sédio (1 mL a 7.5%, p/v) e 8,3 mL
de agua destilada, cuidadosamente agitados e mantidos por 30 minutos ao abrigo da luz. A
absorbancia foi mensurada a 760 nm, em espectrofotdmetro UV-VIS HACH DR 5000. Os
teores de fendis totais foram determinados por interpolacdes das absorbancias das amostras
contra uma curva de calibracdo construida com as diferentes concentraces do padrdo de acido
galico (y = 0.006x + 0.0449, adjusted R? = 0.997), expressos como miligramas equivalentes de
acido géalico por grama de extrato liofilizado (mg EAG/g). Todos 0s experimentos foram

realizados em triplicata.

Determinacdo do teor de Flavonoides Totais

A quantificagdo de flavonoides totais foi realizada de acordo com Peixoto-Sobrinho
(2008) com modificacdes conforme Soares et al. (2017). Mediante a mistura de 0,5 mL de
solugBes metandlicas (Lmg/mL, p/v) dos extratos (LEH, LEM, LEE, SEH, SEM, SEE) ou do
padrdo (10 a 400 pg/mL, p/v) com uma solucdo aquosa de acido acético (0,5 mL a 60%, v/v),
solugdo metandlica de piridina (2 mL a 20%, v/v), cloreto de aluminio (1 mL a 5%, p/v) e
agua milli-Q (6 mL). O branco foi construido pela juncdo de todos 0s componentes da reacéo
e 0 extrato ou padrdo, substituindo-se o cloreto de aluminio por 4gua. O complexo reacional e
0 branco foram cuidadosamente agitados e mantidos por 30 minutos ao abrigo da luz, e as
absorbancias medidas a 420 nm, em espectrofotémetro. Os teores de flavonoides totais foram

determinados por interpolacdo das absorbancias das amostras (descontando a absorbancia do
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branco) contra uma curva de calibragdo construida com as diferentes concentra¢@es do padrao
rutina (y = 0,0022x — 0,0124, adjusted R? = 0,999), expresso em miligramas equivalentes de
rutina por grama de extrato liofilizado (mg ER/g). Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

Determinagéo de Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante foi mensurada pela eliminacéo do radical livre estavel 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe¢) segundo Peixoto-Sobrinho et al. (2011), tendo como controle
positivo o padréo rutina. Em triplicatas, 0,5 mL de diferentes concentragfes dos extratos ou
padrdes (10 — 200 pg/mL, p/v) foram adicionados a uma solugdo metandlica de DPPHe (3 mL
a 40 ug/mL, p/v). O branco foi construido pela substituigdo do DPPHe por metanol no meio
reacional. O complexo reacional e o branco foram agitados e mantidos por 30 minutos ao abrigo
da luz, e as absorbancias medidas a 517 nm em espectrofotdmetro calibrado com metanol. A
absorbancia da solu¢do de DPPHe a 40 ug/mL também foi medida e utilizada como controle
negativo. A atividade de remocéo de radicais livresou atividade antioxidante (AA) foi expressa
como a porcentagem de inibigdo determinada pela equagéo:
(Ac — (Aa — Ab))

Ac x

AA(%) = 100

onde AA (%) é a porcentagem de atividade antioxidante; Ac, a absorbancia do controle
negativo; Aa, a absorbancia da amostra; Ab, a absorbancia do branco. A ICso (ug/mL) foi obtida
utilizando as curvas de calibracdo obtidas pela plotagem das diferentes concentragfes em
relacdo a % AA.

Determinagéo Preliminar da Toxicidade

A analise preliminar do potencial toxico foi realizada usando o método da Artemia
salina segundo metodologia de Meyer et al. (1982) com adaptacdes. Inicialmente foi preparado
1L de solucdo salina a 3%, com sal marinho sintético, pH ajustado entre 8 a 9 (com carbonato
de sodio 1 M), para incubacdo dos ovos de Artemia salina (0,1g), que foram expostos a luz
artificial (lampada incandescente de 60W) durante 24 horas para que houvesse a eclosao.

Para realizar o bioensaio, foram colocados, em triplicata, dez exemplares de nauplios
em tubos de ensaio contendo, separadamente, 5 mL de solucdo dos extratos (LEH, LEM, LEE,
SEH, SEM, SEE) diluidos em solucdo salina de DMSO (1%), em concentra¢Ges de 4, 200,
1000, 4000 pg/mL. Um grupo controle foi preparado contendo apenas solu¢do de DMSO (1%)
diluida em solugdo salina (3%). Apds um periodo de 24 horas, foi realizada a contagem do

numero de nauplios imoveis e determinado o percentual de mortalidade. Os percentuais de
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mortalidade de cada concentracdo foram utilizados para os calculos de regressdo néo linear, a
partir do qual foi possivel determinar a ICso de cada extrato. A classificacdo do extrato seguiu
os critérios estabelecidos por NGUTA et al. (2011), tanto extratos organicos, quanto extratos
aquosos com valores de ICso < 100 pg/ml apresentam alta toxicidade, 100 < ICso < 500 pg/ml
apresentam toxicidade moderada e 1Cso > 1000 pg/mL séo considerados atdxicos (ndo toxicos).

Determinacéo da Atividade anticolinesterasica

Os testes foram realizados pelo Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da
Universidade Estadual do Ceara. A atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE)
foi aferida em placas de 96 pocos de fundo chato utilizando leitor Elisa BIOTEK, modelo ELX
800, software “Gen5 V2.04.11”, baseando-se na metodologia descrita por Ellman et al. (1961).
Em placas de 96 pocos, foram utilizadas as seguintes solucdes por po¢o: 25 pL de iodeto de
acetiltiocolina (15 mM), 125 pL de 5,5’—ditiobis-[2-nitrobenzoico] na solugdo Tris/HCI (50nM,
pH=8, com 0,1 M de NaCl e 0,02 M de MgCl>.6H,0 (3 mM, DTNB ou reagente de Eliman),
50 pL da solucao Tris/HCI (50 nM, pH=8, com 0,1% de albumina sérica bovina (BSA)), 25 uL
da amostra de extrato dissolvida em DMSO (1%) e diluida 10 vezes na solucdo Tris/HCI (50
mM, pH=8) para obter uma concentracéo final de 0,2 mg/mL (RHEE et al. 2001; TREVISAN
e MACEDO, 2003).

A absorbancia foi aferida a 405 nm durante 30 segundos. Em seguida, foram
adicionados 25 pL da enzima acetilcolinesterase (0,25 U/mL) e a absorbancia foi aferida por
minuto até o total de 25 minutos de incubacdo da enzima. Como padrdo negativo foram
utilizadas todas as solucdes, excetuando-se a amostra. As diluigdes das amostras e dos padrdes
positivos utilizadas nas avaliagfes quantitativas em microplaca, partindo de solu¢cdo mée com
concentracdo de 2 mg/mL foram: 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 e 0.78 pug/mL. Todas
as amostras foram analisadas em triplicata. Foram extintos da anéalise os valores referentes as
coloragdes naturais dos extratos.

A porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase foi calculada através da comparacédo
das velocidades de reacdo (hidrélise do substrato) das amostras em relacdo ao branco
(considerada atividade total da AChE, 100%). O padrao utilizado como controle positivo foi a

fisostigmina (eserina).

Analise Estatistica

O contetdo de fendis totais, flavonoides, atividade antioxidante e atividade
anticolinesterasica sdo apresentados em média + desvio padrdo (DP) da determinacdo em

triplicatas. Os dados foram analisados por meio do programa SISVAR verséao 5.6. O ICs foi
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determinado a partir do programa GRAPHPAD PRISM (v.8.0). Foram utilizados analise de
variancia (ANOVA) para comparar os valores médios obtidos nas analises e os valores p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey.
6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Triagem fitoquimica

Os resultados obtidos para a triagem fitoquimica dos extratos da P. platycephala estéo
apresentados na Tabela 7.
Tabela 7. Triagem fitoquimica preliminar dos extratos da folha e semente da P. platycephala (LEH — extrato

hexanico da folha; LEM — extrato metanolico da folha; LEE - extrato etandlico da folha; SEH — extrato hexanico
da semente; SEM — extrato metanolico da semente; SEE — extrato etanolico da semente).

CLASSE LEH LEM LEE SEH SEM SEE

Flavonoide + +++ +++ - +++ T+

Tanino - +++ +++ - 4+ ++
Fitoesterol/Triterpeno ++ + + ++ + +
Quinona - - - - - -
Saponina - + + - + -
Alcaloide + + - + + .

(+) presenca fraca; (++) presenca média; (+++) presenca forte; (-) auséncia

A triagem fitoquimica qualitativa dos extratos da folha e semente de P. platycephala
revelou a presenca de flavonoides, taninos, fitoesterois/triterpenoides, saponinas e alcaloides.
Ha registros da presenca de flavonoides, alcaloides, fendis, taninos, saponinas, glicosideos,
terpenoides, antraquinonas e esterdis na folha, casca, semente e vagem do género Parkia (P.)
(CHANU et al., 2018; CHHIKARA et al., 2018; SA-SANTOS et al., 2018).

Percebe-se que a extracdo com solvente apolar (LEH, SEH) mostrou-se mais eficiente
na triagem fitoquimica dos metabolitos fitoeserol/triterpeno, isso devido a esses compostos
serem lipossoluveis (CHEOK et al., 2014). Os metabolitos flavonoide e tanino tiveram presenca
mais acentuada nos extratos obtidos ap6s o desengorduramento (LEM, LEE, SEM, SEE), ou
seja, com solventes polares. Assim a extracao sequencial por polaridade crescente de solventes,
auxilia na otimizagédo da obtencédo de cada classe de metabdlitos secundarios, tendo a extragéo
apolar a funcdo de evitar possiveis concorréncias de obtencdo de alguns compostos, que

interferem entre si, quando se faz apenas o uso de solventes polares (SOARES et al., 2017).
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Analises por CG-EM
As Figuras 13 e 14 mostram os cromatogramas obtidos por CG-EM dos extratos das

folhas (LEH, LEM, LEE, Figura 13) e sementes (SEH, SEM, SEE, Figura 14) da P.
platycephala.

LEE

T
1000 105,
min

T
9.0

Figura 13. Cromatogramas obtidos por andlise de CG-EM para extratos da folha da P. platycephala obtidos por
extracdo sequencial. (LEH - extrato hexanico da folha; LEM - extrato metanélico da folha; LEE- extrato etandlico
da folha).
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Figura 14. Cromatogramas obtidos por anélise de CG-EM para extratos da semente da P. platycephala obtidos
por extragdo sequencial. (SEH- extrato hexanico da semente; SEM- extrato metandlico da semente; SEE- extrato
etanolico da semente).

A partir da analise dos resultados obtidos por CG-EM dos extratos da folha e semente
da P. platycephala (Figuras 8 e 9) observou-se uma variabilidade nos compostos identificados,
demonstrando especificidade da polaridade dos solventes nos extratos analisados. Na Tabela 8

estdo relacionados os compostos dominantes dos LEH, LEM, LEE, SEH, SEM e SEE.
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Tabela 8. Principais constituintes quimicos identificados por CG-EM nos extratos da P. platycephala (LEH —
extrato hexanico da folha; LEM — extrato metanolico da folha; LEE - extrato etandlico da folha; SEH — extrato
hexanico da semente; SEM — extrato metanolico da semente; SEE — extrato etanolico da semente).

Area Pico (%)

TR (min) Composto LEH LEM LEE SEH SEM  SEE
4.168-4.616 metilsulfinil(metiltio)metano 431 - 14,07 2,80 - -
8.381 3-metil-2-ciclopenteno-1-one - - - 9,60 - -
26.881- 27.443 1,2,3-benzenotriol - 55,62 41,16 - - -
47.513-47.665 acido n-hexadecanoico 0,72 3,48 7,30 2,53 - 2,39
49.098-50.585 4-O-metilmanose - 4,86 5,47 - - -
53.568 acido linoelaidico - - - 23,51 - -
69.314-69.531 (2)-9-octadecenamida - - 4,10 - - 24,52
78.913-79.592 estigmasterol 2,58 0,98 - 9,20 - 5,42
80.549-80.579 pB-sitosterol - 3,67 1,81 - - -
80.691-80.843 y-sitosterol - - - 6,43 - 8,84
80.840 urs-12-eno 23,93 - - - - -
81.119-81.418 4,4,6a,6b,8a,11,11,14b- 12,04 1,08 - - - -

octametil-1,4,4a, 5,6,6a,6b

81.714-82.099 lup-20(29)-en-3-one 20,15 1,70 - - - -
82.267-82.700 lupeol 17,13 1,93 0,81 - - 0,59
97.068 triciclo[20.8.0.0(7,16)]triacont - - - - 100 -

anel(22),7(16)-diepoxi

101.520 (2)-7-hexadecenal - - - 10,70 - 36,26

Os compostos (metilsulfinil)(metiltio)-methano, acido n-hexadecanoico (&cido
palmitico), (Z)-9-octadecenamida (oleamida) e estigmasterol foram detectados tanto na folha
como na semente da P. platycephala. Evidencia-se que destes, o (Z)-9-octadecenamida, é
caracteristico dos extratos etanolicos, principalmente na semente (24%). O composto 1,2,3-
benzenetriol (pirogalol) foi majoritario nos LEM e LEE, demonstrando maior afinidade pela
extracdo com solventes polares (acima de 40%). Outros compostos exclusivos da extracao

polar da folha s&o 4-O-metilmanose e j-sitosterol.
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Nos extratos hexanicos, verificou-se alguns compostos com caracteristicas altamente
apolares, urs-12-eno (23.93%), 4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octametil-1,4,4a, 5,6,6a,6b (12.04%),
lup-20(29)-en-3-one (20.15%) e lupeol (17.13%) no LEH e 2-ciclopenten-1-one, 3-metil-2-
ciclopenteno-1-one (9.60%) e &cido linoelaidico (23.51%) no SEH.

Ressalta-se que os compostos 3-metiyl-2-ciclopenten-1-one, acido linoelaidico, triciclo
[20.8.0.0(7,16)] triacontane,1(22),7(16)-diepoxi e (Z)-7-hexadecenal, foram detectados apenas
nos extratos da semente da P. platycephala.

H& relatos da presenca dos compostos 1,2,3-benzenetriol e 4-O-metil-manose em
extratos da casca e raiz da P. biglobosa extraidos sequencialmente com hexano, acetato de etila,
etanol e agua (IBRAHIM et al., 2013). Gnansounou et al. (2019) detectaram na folha e casca
da P. biglobosa o estigmasterol e derivados de sitosterol, enquanto Shahidah et al. (2019)
confirmaram o (Z)-9-octadecenamida nas sementes. O lupeol foi detectado em variadas partes
das espécies P. biglobosa, P. bicolor e P. speciosa (SALEH et al., 2021). Também esta presente
no género Parkia, o acido palmitico (OLOWOKERE et al., 2018; SANGODARE et al., 2017).

Assim como o urs-12-eno detectado no LEH, ha relatos da presenca do acido ursélico
nas folhas da espécie P. javanica (DINDA et al., 2009), ambos derivados do ursano. Os
derivados de compostos triterpenoides pentaciclicos sdo altamente atraentes, devido as
promissoras expectativas frente a variabilidade de propriedades bioldgicas dessa classe
(LUCHNIKOVA et al., 2020).

Os principais compostos da Tabela 8 sdo biologicamente ativos. Conforme Beulah et al.
(2018) o pirogalol apresenta efeito antimicrobiano, anti-inflamatorio, antioxidante, analgésico,
inseticida e citotoxico. O acido palmitico, além de atividade antioxidante e hipocolesterolémica,
possui efeito nematicida, pesticida, lubrificante, antiandrogénico, hemolitico e inibidor de 5-
alfaredutase (BEULAH et al., 2018).

N&o menos importante, o (Z)-7-hexadecenal possui atividade antiviral (DEVAKUMAR
et al., 2017), e o (Z2)-9-octadecenamida alto poder anti-inflamatério (ANO et al., 2015).

Os triterpenoides pentaciclicos (urs-12-eno, lup-20(29)-en-3-one, lupeol) apresentam
atividade anticancer (SHAN et al., 2016), quimiopreventiva (PRASAD et al., 2007), anti-
inflamatdria (FENG et al., 2018), anti-HIV (SMITH et al., 2007) e antimicrobianas (DURIC
etal., 2013).

O composto triciclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane,1(22),7(16)-diepoxi, apesar de ser
citado em alguns estudos de caracteriza¢do quimica de extratos vegetais (MOHIUDDIN et al.,

2018), ndo estéa relacionado a estudos especificos de compostos bioativos.
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Os  compostos  (metilsulfinil)(metiltio)methano,  3-metil-2-ciclopenten-1-one,
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octametil-1,4,4a,5,6,6a,6b, lup-20(29)-em-3-one, triciclo[20.8.0.0
(7,16)] triacontane 1(22),7(16)-diepoxi- e (Z)-7-hexadecenal aparecem pela primeira vez no

perfil de compostos de uma espécie do género Parkia.
Teor de fenois e flavonoides totais e atividade antioxidante in vitro

As analises dos teores de fendis totais, flavonoides totais e a atividade antioxidante dos

extratos da folha e da semente da P. platycephala, estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Quantificacdo dos teores de fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante dos extratos da
folha e semente da P. platycephala (LEH — extrato hexanico da folha; LEM — extrato metanolico da folha; LEE -
extrato etandlico da folha; SEH — extrato hexanico da semente; SEM — extrato metanolico da semente; SEE —
extrato etanolico da semente) e da rutina (RUT) (controle positivo).

Extrato Fenois Totais Flavonoides Totais DPPH-
(mg GAE/g) (mg RE/Qg) 1Cso (pg/ml)
LEH * ** ND
LEM 85,11 + 0,252 11,85 £ 0,69°¢ 30,19 +£0,75°
LEE 84,17 + 0,332 25,64 + 0,912 40,62 + 0,65°¢
SEH * il ND
SEM * ** ND
SEE * 20,86 + 2,25° ND
RUT - - 15,77 £ 0,082

*teor de fenois < 4 mg EAG/g; ** teor de flavonoides < 10 mg RE/g. ND- néo detectado. Valores seguidos pela mesma letra indicam
semelhancas significativas na mesma coluna (p <0,05, ANOVA seguido por teste de Tukey).

Nos extratos da folha detectou-se teores de fendis totais superiores aos extratos da
semente. Ainda referente aos fendis, percebeu-se também que ndo houve diferenca
significativa, entre o LEM (85,11 + 0,25 mg GAE/g) e LEE (84,17 + 0,33 mg GAE/Q) e que
estes valores sdo aproximados ao relatado na literatura (84,57 + 1,06 mg GAE/Q), para o extrato
etanolico da folha da P. biglobosa, obtido apds extracdo sequencial (hexano, acetate de etila e
etanol) (Ibrahim et al., 2013). Entretanto para o teor de flavonoides, essa equivaléncia ndo se
mantém, tendo o LEE (25,64 £+ 0,91 mg RE/g) um teor 100% superior ao LEM (11,85 + 0,69
mg RE/g).

O teor de fenois totais dos extratos da semente foi menor que 4,00 mg GAE/g.
Ghasemzadeh et al. (2018) quantificaram o teor de fendis e flavonoides totais para os extratos
da semente da espécie P. speciosa e apesar da superioridade do teor de fendis totais (14,9 +

2,03 mg GAE/g) em relacdo aos extratos da semente da P. platycephala, os teores de
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flavonoides (12,4 + 3,51 mg RE/g) da P. speciosa ficou aquém do SEE (20,86 * 2,25) da P.
platycephala.

A P. platycephala é descrita como uma espécie com elevado percentual de compostos
fendlicos, que normalmente sdo diretamente associados ao potencial antioxidante (CHUN et
al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2020). A andlise da atividade antioxidante dos extratos, segundo
classificacdo adotada por Melo et al. (2010), indica que os LEM e LEE da P. platycephala
possuem alto potencial, uma vez que, ndo ultrapassam o limite de trés vezes o coeficiente do
controle positivo, neste caso a rutina (ICso = 15,77 + 0,08 pug/mL), além disso, o potencial
antioxidante do LME (ICso = 30.19 + 0.75 pg/mL) é estatisticamente superior ao do LEE (ICso
=40.62 £ 0.6 pg/mL). Dluya et al. (2017) detectaram um ICso = 45.72 pug/mL, para a atividade
de eliminacao de radical (DPPH-) de extratos metanolicos da espécie P. biglobosa, que ao ser
comparado ao potencial antioxidante do LME (I1Cso = 30.19 £ 0.75 pug/mL) indica superioridade
antioxidante do extrato metanolico da P. platycephala.

Os SEH, SEM, SEE e o LEH néo atingiram 50% de dose-resposta neste teste, indicando
ser baixa a atividade antioxidante dos mesmos. Farias et al. (2013) confirmam a dificuldade de
quantificar o potencial antioxidante do extrato da semente desta espécie. Para os extratos
hexanicos (LEH, SEH), justifica-se a baixa atividade antioxidante devido ha pouca afinidade

dos compostos fenolicos com solventes apolares.
Toxicidade

Em relacéo a toxicidade, na Tabela 10 estdo definidas as ICso € a relagdo de toxicidade

de cada extrato da P. platycephala.

Tabela 10. Concentracdes letais de 50% (ICso) dos extratos de P. platycephala pelo teste com Artemia salina.
(LEH - extrato hexanico da folha; LEM — extrato metanolico da folha; LEE - extrato etandlico da folha; SEH —
extrato hexanico da semente; SEM - extrato metanolico da semente; SEE — extrato etanolico da semente).

Extrato ICso Toxicidade
(ng/ml) Artemia salina

LEH * ndo téxica
LEM 825,60 £ 0,01 baixa
LEE 2987,00 £ 0,01 ndo toxica
SEH * néo toxica
SEM 598,30 £ 0,01 baixa
SEE 326,80 £ 0,01 moderada

* |Cso ndo estabelecida até concentragio 4.000 pg/mL.

Verificou-se que sdo atdxicos os LEH e SEH, com ICso > 4.000 pug/mL e o LEE com
ICs0 = 2.987,00 = 0,01 pg/mL. Destaca-se que a extracdo sequencial na semente, favoreceu a

obtenc&o de alguns compostos, que acarretaram ao SEE uma toxicidade moderada, ou seja, 100
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< ICsp < 500 pg/mL. Figueiredo (2014) relatou a nédo toxicidade dos extratos da folha da P.
platycephala (ICso > 1000 pg/mL).

Em testes in vivo em camundongos, Fernandes et al. (2010) afirmaram que os extratos
etandlicos da folha da P. platycephala ndo apresentaram toxicidade aguda (1000 mg/kg) e tdo
pouco citotoxicidade em eritrdcitos de ratos (100ug/mL).

Saleh et al. (2021) ratifica esses resultados, afirmando que a toxicidade aguda em peixes,
estd dentro da faixa de 500-5000 mg/kg de peso corporal, e em ratos o 1Cso > 5000 mg/kg
(BUILDERS, 2012), sugerindo que os extratos da semente do género Parkia ndo séo
potencialmente perigosos, por apresentarem moderada ou baixa toxicidade.

Atividade anticolinesterasica

Com os extratos caracterizados quimicamente e as suas toxicidades estabelecidas,
podemos fortalecer os potenciais das atividades bioldgicas da P. platycephala, destacando
neste estudo a avaliagdo inibitoria da acetilcolinesterase demonstrada na Figura 15.
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Figura 15. Percentual de inibi¢do da acetilcolinesterase dos extratos da P. platycephala (LEH — extrato hexanico
da folha; LEM — extrato metanolico da folha; LEE - extrato etandlico da folha; SEH — extrato hexanico da
semente; SEM — extrato metanolico da semente; SEE — extrato etanolico da semente).

E relatado que, somente extratos com valores de iAChE igual ou superior a 50%,
possuem potencial éxito no fracionamento e isolamento dos principios ativos capazes de inibir
a enzima acetilcolinesterase (TREVISAN e MACEDO, 2003). Nesse caso, conforme
apresentado na Figura 10, todos os extratos analisados neste estudo apresentaram essa

caracteristica de percentual de inibicdo, com énfase ao SEH que obteve maior percentual de
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inibicdo (77,40%). Estudos anteriores com extratos etanolico da semente da P. platycephala e
aquoso da P. biglobosa, este ultimo desengordurado, confirmam a iIAChE > 50%
(ADEMILUYI, 2018; FARIAS et al., 2013).

Na Tabela 11 estdo relatadas todas as concentragdes letais de 50% dos extratos da P.
platycephala.
Tabela 11. ConcentracBes letais de 50% (ICso) dos extratos de P. platycephala para inibicdo da
acetilcolinesterase (LEH - extrato hexanico da folha; LEM - extrato metanolico da folha; LEE - extrato etandlico

da folha; SHE - extrato hexanico da semente; SEM - extrato metanolico da semente; SEE - extrato etanolico da
semente) e da Fisostigmina (controle positivo).

Extrato 1Cso (g/mL)
Fisostigmina 1,15+ 0,052

LEH 15,68 + 0,4¢
LEM 13,02 £ 0,29¢
LEE 12,87 £0,1°
SEH 9,85+0,76°
SEM 12,14 £ 0,12°¢
SEE 1290+0,14°¢

Valores seguidos pela mesma letra indicam semelhancas significativas na mesma coluna (p <0,05, ANOVA seguido por teste de
Tukey).

Segundo a Tabela 11, utilizando-se como controle positivo a fisostigmina (ICso = 1.15
+ 0,05 pg/mL), o extrato SEH da P. platycephala, foi o que apresentou melhor atividade
IAChE, (ICso= 9,85 £ 0,76 pg/mL). Destaca-se que os LEM, LEE, SEE, SEM tiveram
atividade de iIAChE significativamente semelhante. Esses dados sdo os primeiros relatos
quantitativos da espécie P. platycephala de potencial de inibicdo dessa enzima.

Neste estudo pode-se relacionar a inibicdo da acetilcolinesterase dos extratos da P.
platycephala com o composto pirogalol que, segundo Sarikaya (2015), exibe potente atividade
IAChE (ICs0 = 10,2 uM), e com o acido palmitico com moderado poder inibidor da AChE
(ICs0 = 33,9 uM ou 8,69 pg/mL) (FANG et al., 2010).

Ayaz et al. (2017) detectaram em estudos in vitro e in vivo que o composto B-sitosterol
apresenta forte iAChe (ICso = 55 ug/ml) com dupla eficiéncia nos testes, inibindo a enzima
acetilcolinesterase e eliminando espécies reativas. A presenca do B-sitosterol evita o estresse
oxidativo induzido pela glicose oxidase e a peroxidacdo lipidica, apresentando elevado
potencial contra doencas neurodegenerativas como a DA (SHI et al., 2013). A inibicdo da
acetilcolinesterase também foi verificada em estudos utilizando estigmasterol (GADE de al.,
2017).

Em estudos recentes, foi confirmado o efeito iAChe de um isémero do acido linoleico,

reduzindo trés vezes a atividade da enzima acetilcolina (CIGLIANO, et al., 2019). Nesse
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contexto, testes com uma nanoplataforma com esse mesmo isomero, sugeriram um sistema de
entrega ativamente direcionado ao sistema nervoso central, com sofisticado potencial para
reduzir os sintomas da DA (AGWA et al., 2020).

O composto oleamida, é um agente quimiopreventivo contra a DA, possui atividade
protetiva contra a perda de memdria induzida por escopolamina e também pela regulacdo da
atividade microglial (ANO et al., 2015; HEO et al., 2003).

No SEM o efeito iIAChE pode estar relacionado a presenca do derivado de triacontano.
Dalai et al. (2014) relataram inibi¢cdo da AChE, ICso = 45.88 + 1.94 pg/mL, apos testes com
6leo de canela, o qual apresentou em sua composi¢ao o composto triacontano.

Evidencia-se também que os flavonoides, presente nos LEM, LEE, SEM e SEE,
possuem atividades neuro e nefroprotetivas (ATHIRA et al., 2016; XICOTA et al., 2017).
Justifica-se o potencial de iAChE dos flavonoides devido a presenca e posi¢do do grupo
hidroxila (OH) no anel A e anel B, e também devido a insaturacdo do anel C (KHAN et al.,
2018).

Assim como verificado neste estudo, Morais et al. (2013) afirmaram ndo ter relacdo
direta entre a atividade antioxidante e a inibicdo da acetilcolinesterase, entretanto existe uma
dependéncia dessas atividades em funcéo de seus padrdes estruturais (KARMAKAR et al.,
2019).

Segundo Santos et al. (2018) que realizaram um levantamento sobre espécies de
plantas e a IAChE, ha limitacdes relevantes nos estudos realizados na Ultima década, que cinge
as atividades antioxidante e a escassez de estudos toxicologicos. Este estudo trouxe a
preocupacdo em minimizar essa limitacdo e confirma relatos que, extratos com elevado poder
de iAChE, 1Cs0 <20 pg/ml (SANTOS et al., 2018) ndo precisam apresentar elevada toxicidade
(HUQ et al., 2014; NWIDU et al., 2017).

Percebe-se assim, ser importante a continuidade dos estudos com esses extratos, visto
que, possui notavel potencial de inibi¢do da acetilcolinesterase e que sdo escassos 0s estudos

desta espécie.
6.4. CONCLUSAO

Este estudo fornece a primeira evidéncia sobre a inibicdo da acetilcolinesterase da
folha e semente da P. platycephala. A extracdo sequencial com polaridade crescente auxiliou
na otimizagdo da obtengdo dos compostos dos extratos e foi eficaz em relagdo a anélise de
toxicidade e inibicdo de acetilcolinesterase. Esses dados indicam potencial uso terapéutico

dessa planta em condi¢des medicas relacionadas a doenca de Alzheimer.
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7 CAPITULO IV

Parkia do Cerrado: bioprospeccéo fitoquimica, toxicidade e bioatividades in vitro dos extratos
da casca e flor

Artigo submetido no periddico Anais da Academia Brasileira de Ciéncias

Resumo

A Parkia platycephala ¢ a Unica espécie do género Parkia, endémica do Cerrado brasileiro, e
mesmo assim, o fomento a sua bioprospeccdo é pouco visado. Neste estudo, objetivamos
realizar a caracterizagdo fitoquimica, avaliar a toxicidade e as atividades antioxidante e
anticolinesterasica dos extratos da casca e flor da Parkia platycephala. Foram realizadas
extragdes sequenciais a quente (Soxhlet), utilizando hexano, metanol e solucéo hidroetandlica
(70%). Apos triagem preliminar, os extratos metandlicos e etandlicos foram caracterizados
qguimicamente por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) e
Cromatografia Liquida com Detector de Arranjo de Diodo (CL-DAD). Foram avaliadas as
atividades antioxidante (radical DPPHe) e anticolinesterasica (Ellman) e a toxicidade (Artemia
salina). A presenca de flavonoides, taninos, esteroides e alcaloides foi detectada na triagem
preliminar. A andlise por CG-EM indicou a presenca de variados compostos, tais como
trilinoleina, (Z)-9-octadecenamida, 3-O-metil-d-glicose e metilsulfinil(metiltio)-methano. Na
CL-DAD, destacam-se 0 &cido elagico, presente apenas nos extratos da flor, e o acido ferulico,
presente apenas nos extratos da casca. Os extratos da casca predominaram quanto ao potencial
antioxidante, sendo que o extrato etandlico (ICs0=10,69 + 0,35 pg. mL™Y) superou o padréo
rutina (ICs0=15,85 + 0,08ug. mL™Y). Todos os extratos apresentaram excelentes potenciais
anticolinesterasicos, com énfase no extrato etandlico da flor (ICs0=5,34 + 0,12 pug. mL™?). Ja os
extratos metanolicos da casca e o etandlico da flor, apresentaram elevada e moderada
toxicidade, fortes indicios de atividade antitumoral. Por acreditarmos na promissora atividade
terapéutica da Parkia platycephala, se faz importante a continuidade dos estudos para confirmar
estes resultados.

Palavras-chave: Anticolinesterase, antioxidante, Artemia salina, cromatografia, Fava de
bolota.

7.1. INTRODUCAO

A espécie Parkia platycephala (P. platycephala), popularmente chamada de fava de bolota
ou faveira, pertencente a familia Fabaceae, é uma espécie endémica do Cerrado brasileiro,
sendo assim definida como a Parkia do Cerrado (Hopkins, 1986). Suas cascas e flores

apresentam caracteristicas de plantas resistentes as adversidades, tais como as espécies do
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Cerrado, com casca espessa, suberosa e resistente ao fogo, e floragdo em pleno periodo seco,
com inflorescéncias em capitulos esféricos purpureos, pendendo de longos pedunculos
(Carvalho, 2014).

O género Parkia possui um acervo de 35 espécies distribuidas pelos neotropicos, Asia e
Africa, destas, 12 espécies apresentam estudos medicinais, incluindo a P. platycephala (Saleh
et al., 2021). Nos relatos literarios sobre efeitos gastroprotetivos, anti-inflamatorios e
antimicrobianos (Fernandes et al., 2010; Silva et al., 2019) da espécie P. platycephala, 0s
estudos referiram-se sempre as folhas e as sementes.

Apesar de haver uma relacdo direta, entre folhas, sementes, casca e flores, acredita-se que
devido as suas especificidades, associadas a diversidade estrutural das substancias advindas do
metabolismo secundério, a anotacdo e/ou elucidacdo e quantificacdo de uma parte, ndo € capaz
de predizer “todo” o conjunto de metabdlitos presentes em um sistema bioldgico (Pilon et al.,
2020).

Assim, a bioprospecgdo fitoquimica traz novas perspectivas de estudos relacionados as
bioatividades das espécies, nas quais os metabdlitos secundarios sdo os fatores principais.
Contudo, alguns parametros, tanto de metodologia e solventes utilizados (Santos et al., 2021),
quanto edafoclimaticos e ritmo de desenvolvimento da espécie (Marinho et al., 2022) podem
levar a variagdes no que tange as indicagdes terapéuticas.

Atualmente, ndo existe qualquer técnica analitica que seja capaz de medir todos os
metabdlitos em um Unico experimento (Pilon et al., 2020), por isso, € necessario construir
bibliotecas de extratos da biodiversidade (Almeida et al., 2022; Lowell et al., 2015). Nesse
sentido, Bajkacz e Adamek (2017) afirmaram que as extragdes baseadas em solventes organicos
ainda constituem a melhor escolha para extracdo e deteccdo destes metabolitos, devido a
eficiéncia e compatibilidade com as principais plataformas analiticas, tais como a

cromatografia.
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Para Mushtaq et al. (2014), quando se faz uma busca indiscriminada de perfis metabolicos,
a utilizacdo do solvente metanol ou a mistura metanol-a4gua, € amplamente utilizada , devido a
sua menor seletividade, sendo capaz de extrair uma gama de metabolitos tais como agucares,
acidos organicos, alcaloides, compostos fendlicos, dentre outros. Outra alternativa, em relagdo
ao perfil de metabolitos é o uso sequencial de solventes com o aumento de polaridade,
ocasionando o0 aumento da concentracdo de diferentes classes metabolicas (Costa, 2021).

Além da variabilidade de extracdes dos metabolitos secundarios, tanto os bioensaios de
toxicidade, quanto os testes in vitro avaliando distintas atividades bioldgicas, sdo essenciais
para que se conhegcam os efeitos dos extratos de uma planta (Mouraet al., 2012). Habitualmente,
a primeira avaliacdo de um extrato vegetal é verificar sua capacidade antioxidante, ou seja, 0
potencial inibidor sobre as espécies reativas, (tais espécies sdo necessarias nos organismos),
mas em excesso, atacam outros compostos estaveis, desencadeando reacdes oxidativas que séo
diretamente relacionados a varias enfermidades (Otaegui-Arrazola et al., 2014).

Uma dessas enfermidades é a Doenca de Alzheimer (DA), cujo tratamento baseia-se na
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), papel que vem sendo ocupado por compostos
naturais (Vecchio et al., 2021). Além disso, pode-se também sugerir a atividade antitumoral dos
extratos vegetais a partir da toxicidade positiva destes frente a Artemia salina, visando a
prospeccado de drogas antineoplésicas (Gatto et al., 2020).

Assim, o objetivo deste estudo foi realizar a bioprospeccdo fitoquimica, determinar as
atividades antioxidante e anticolinesterésica e a toxicidade dos extratos da casca e flor da

espécie Parkia platycephala.
7.2. MATERIAIS E METODOS
7.2.1 Coleta e preparo

As amostras da casca e flor da Parkia platycephala foram coletadas no municipio de

Palmas — TO, na Universidade Federal do Tocantins (UFT) - Campus Palmas (10°10°55” S e
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48°21°45” W) e foram registradas e incorporadas ao Herbario da UFT sob nimero HTO 12007
e 0 projeto encontra-se cadastrado junto ao Sistema Nacional de Gestdo de Patrimdnio Genético
(SISGEN) sob niumero A06B860. As amostras passaram pelas etapas de secagem (60°C et =
48 h) e pulverizagdo (moinho de facas) e foram armazenadas em frascos de vidros fechados em

ambiente livre de luz.
7.2.2. Extragdo

As amostras pulverizadas passaram por um processo de desengorduramento seguido de
extracdo sequencial a quente em aparato soxhlet. Inicialmente 10 g de cada amostra foi
desengordurada usando o solvente organico o hexano (400 mL), durante 5 h de refluxo. Apos
12 h de secagem natural em capela de exaust&o, cada amostra passou por uma segunda extracéo
utilizando-se o solvente organico metanol, durante 5 h de refluxo, obtendo-se assim os extratos
metandlicos da casca (BEM) e da flor (FEM). Novamente cada amostra foi seca por 12 h,
seguida entdo para ultima extracdo com solucao hidroetandlica (70%), obtendo-se os extratos

etandlicos da casca (BEE) e da flor (FEE).
6.2.3. Bioprospeccao fitoquimica
7.2.3.1 Screening Fitoquimico

A identificacdo qualitativa das classes de metabolitos secundarios foi realizada através de
andlises baseadas em reacgdes de precipitacdo e/ou coloragdo, com reativos especificos para
flavonoide, tanino, fitoesterol/terpenoide, quinona, saponina e alcaloide (MATQOS, 2009;

SARAIVA et al., 2018; SIMOES et al., 2017).

7.2.3.2 Caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

(CG-EM)

Os extratos foram analisados por CG-EM usando um cromatografo Shimadzu® modelo

QP2020 Ultra equipado com uma coluna ZB-5HT (30 m de comprimento x 0,25 mm de
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didametro interno x 0,25 um de espessura do filme). As andlises foram realizadas nas seguintes
condicBes: aquecimento a 50 °C por 1 min, até atingir 320 °C em 35 min. Temperatura de
injecdo: 320 °C; Temperatura da interface: 320 °C; gas de arraste (Hélio): 1 mL. mint; A
energia do elétron era de 70 eV e a temperatura da fonte de ions era de 320 °C; modo de
digitalizagdo. Foi injetado 1 pL de cada extrato, no qual os constituintes foram identificados

por comparagdo com os espectros de massa da biblioteca NIST 14.

7.2.3.3 Caracterizacdo quimica por cromatografia liquida com sistema detector de arranjo de

diodo (CL-DAD)

A analise seguiu a metodologia descrita por Fernandes et al. (2022), na qual os extratos
foram solubilizados em agua:metanol (8:2, v:v) e avaliados em uma coluna analitica CL (CL-
6AD Shimadzu, Kyoto, Japdo) com o auxilio de um sistema detector de arranjao de diodo
(DAD) que foi monitorado entre os comprimentos de onda A =200-800 nm e a temperatura de
25 °C. Padrdes (Sigma, 98%) de acido cafeico, acido eldgico, &cido vanilico, acido sinapico,
acido ferulico e &cido galico, rutina, luteolina, apigenina, naringina, kaempferol e quercetina
foram usados, preparados em metanol-agua na concentragéo de 1000 pg.mL*. Ambos padrdes
foram facilmente identificados e quantificados com base em seus espectros de absorcdo na
regido do UV e no tempo de retengdo. Os padrdes encontrados nos extratos foram identificados
de forma inequivoca por meio da realizacdo de experimentos de coinje¢do em que aliquotas
dos extratos e padrbes foram misturados e diluidos para um volume conhecido e analisados
por CL. As curvas de calibracdo foram determinadas por regresséo linear (com 10 intervalos
de concentracdo) usando CL. Os erros padrdo médios para as areas de pico de injecdes
replicadas (n = 5) foram inferiores a 2%, mostrando assim uma boa repetibilidade da curva de
calibracdo, que obtiveram como coeficientes de determinacéo (r?) 0,9994 para acido caféico
(Y=0.004+ 2.23x107° X), 4cido elagico (Y= 0.006 + 2.74x10"° X), acido ferdlico (Y= 0.006+
1.67x107° X) e 4cido galico (Y=0.007 + 1.41x10° X) e r?> = 0,9996 para naringina (Y= 0.008

+2.11x1073 X) e kaempferol ( Y=0.003 + (1.98x1073 X).
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6.2.4 Bioatividades in vitro
7.2.4.1 Atividade Antioxidante

A determinacdo do poder antioxidante seguiu as descrigdes de Peixoto-Sobrinho et al
(2011) e com algumas modificacGes conforme Fernandes et al. (2021). Os resultados foram

expressos pela determinagdo do 1Cso (ug. mL™) dos extratos perante a inibigdo do radical

DPPHe em 50%, utilizando o programa Graphpad Prism 9.
7.2.4.2 Atividade inibidora da Acetilcolinesterase

O potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (IAChE) foi determinada baseando-
se na metodologia descrita por Ellman et al. (1961), a qual utilizou placas de 96 pogos e
concentragéo final dos extratos de 0,2 mg. mL™, para aferi¢do da absorbancia a 405 nm (Elisa
BIOTEK, modelo ELX 800, software “Gen5 V2.04.11”) durante 30 segundos. Posteriormente,
incubou-se a enzima acetilcolinesterase (0,25 U. mL™), aferindo-se a absorbancia, em
intervalos de 1 em 1 minuto, pelo periodo de 25 min. Todas as amostras foram analisadas em
triplicata. Utilizou-se a fisostigmina como controle positivo. O ICso foi determinado a partir do

programa Graphpad Prism 9, por regressdo nao linear.
7.2.5. Toxicidade com Artemia salina

A analise de toxicidade foi realizada usando o método com A. Salina segundo metodologia
de Meyer et al. (1982) com adaptacdes. Inicialmente preparou-se os ovos de A. Salina, para
eclosdo dos nauplios, apos 24 horas de exposicdo a luz artificial (lAmpada incandescente de
60W), dissolvendo-se 0.1g dos ovos, em 1L de solucéo salina a 3%, com sal marinho sintético
e pH ajustado entre 8 a 9 (com carbonato de s6dio 1 M).

Apbs a eclosdo dos nauplios, preparou-se tubos de ensaios, em triplicatas, com 5 mL de
solucéo dos extratos (BEM, BEE, FEM, FEE) diluidos em solugéo salina de DMSO (1%), em
concentragdes variadas (4-4000 pg. mL™*) e também tubos contendo apenas solugio de DMSO

(1%) diluida em solucéo salina (3%) para o grupo controle, todos com pH ajustado entre 8 e 9.
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Adicionou-se 10 nauplios em cada tubo de ensaio. Apds um periodo de 24 horas, foi realizada
a contagem do nimero de nauplios imoveis e determinado o percentual de mortalidade, a partir
do qual determinou-se o0 ICso de cada extrato, a partir do programa Graphpad Prism 9, por
regressdo ndo linear. A classificagcdo dos extratos seguiu os critérios estabelecidos por Nguta et
al. (2011), que definem extratos com valores de 1Csp < 100 pg. mL™* como altamente tdxicos,
100 < ICsp < 500 pg. mL?, moderadamente toxicos, 500 < ICso < 1000 pg. mL™ , apresentam
baixa toxicidade e ICso> 1000 pg. mL™* sdo considerados ndo toxicos. O ICso foi determinado

a partir do programa Graphpad Prism 9, por regresséo nao linear.
7.2.6. Analise estatistica

O contetdo da caracterizagcdo quimica (quintuplicatas), da toxicidade (triplicatas) e das
atividades bioldgicas (triplicatas) sdo apresentados em média * desvio padrdo (DP) da
determinacdo. Foram utilizados anélise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para

identificar diferencas significativas entre as médias (p < 0,05).
7.3. RESULTADOS

7.3.1. Analises fitoquimicas

7.3.1.1. Screening fitoquimico

A anélise das classes de metabdlitos dos extratos da casca e flor da P. platycephala revelou
a presenca de flavonoides, taninos, fitoesterdis e/ou triterpenoides em ambos os extratos,

entretanto alcaloides foi detectado apenas no BEM (Tabela 12).

Tabela 12. Testes quimicos para classe de compostos fitoquimicos de extratos de casca e flor de P. platycephala
obtidos por extracdo sequencial (BEM - extrato metandlico da casca; BEE — extrato etan6lico da casca; FEM —
extrato metanolico da flor; FEE -extrato etandlico da flor).

Metabolito BEM BEE FEM FEE
Flavonoides + + + +
Taninos + + + +
Fitoesterdis / Triterpenoides + + + +
Quinonas - - - -
Saponinas - - - -
Alcaloides + - - -

+ presenga: - auséncia
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7.3.1.2. Perfil de compostos ativos utilizando CG-EM
Na andlise de CG-EM, os cromatogramas dos extratos da casca (Figura 16) e da flor (Figura
17) da P. platycephala, obtidos por extracdo sequencial, indicaram por similaridade a presenga
de 17 compostos. Os compostos que apresentaram maior percentual de area estdo apresentados

na Tabela 13.
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Figura 16. Anédlise CG-EM: cromatograma dos extratos da casca da P. platycephala: (A) BEM — extrato
metandlico da casca, (B) BEE — extrato etandlico da casca.



126

A LAY P
T T T T T T T T T T
600 700 80.0 900 1000 108,
min
4
=3 s
& i
1 ¥
Ja
T r T - . - ¥ ) IR 5 N 3 T T T
10.0 200 0.0 400 0.0 60.0 700 80.0 900 1000 108,
min

Figura 17. Andlise CG-EM: cromatograma dos extratos da flor da P. platycephala: (A) FEM — extrato
metanolico da flor, (B) FEE — extrato etandlico da flor.



127

Tabela 13. Constituintes quimicos identificados por CG-EM nos extratos da Parkia platycephala obtidos
porextracdo sequencial (BEM - extrato metandlico da casca; BEE — extrato etandlico da casca; FEM —extrato
metandlico da flor; FEE -extrato etandlico da flor).

Area pico (%)

TR (min) Composto BEM BEE FEM FEE
3.745 - 4.250 (metilsulfinil)(metiltio)-metano 12,00 26,41 - 40,53
3.868 acido acético - - - 3,85
4.232 acido 2-propenoico - - - 1,21
4.401 acetato de n-propil - - - 2,74
5.440 furfural - - 0,77 0,86
18. 682 - 18.718 catechol 155 2,05 - -

26.600 - 26.624  1,2,3-benzenotriol 27,07 22,56 10,05 18,01
38.631 etil a-d-glicopiranosideo - - 5,24 -

43.928 - 47.486  3-O-metil-d-glicose - - 63,78 1,70
47.471 - 47.514 acido n-hexadecanoico 0,65 0,68 - 3,09
69.427 (2)-9-octadecenamida - 20,02 - 12,02
76.554 octacosanol - 4,50 - -

79.282 - 79.336  estigmasterol 0,38 0,64 - 1,68
80.548 - 80.624  y-sitosterol 165 2,71 - 3,60
82.301 lupeol 0,41 - - -

98.212 trilinoleina 47,20 - - -

101.446 E,E,Z-1,3,12-nonadecatrieno-5,14-diol - - - 2,01

TR: tempo de retencéo

7.3.1.3. Perfil de compostos ativos usando CL-DAD

A analise por CL-DAD dos extratos da casca e flor da P. platycephala revelou a presenca

de quatro compostos fendlicos (acido galico, acido elagico, acido caféico e acido ferulico) e

dois flavonoides (kaempeferol e naringina) (Tabela 14).

Tabela 14. Compostos ativos idendificados por CL-DAD nos extratos da casca e flor da P. platycephala obtidos
por extracdo sequencial (BEM - extrato metandlico da cascat; BEE —extrato etanolico da casca; FEM — extrato
metanolico da lor; FEE - extrato etanolico da flor).

Concentracéo (mg. g%)

Composto BEM BEE FEM FEE
Acido gdlico  132,4+0,7%° 814+03°® 1636+12%  90,1+0,7%
Acido elagico - - 110,1 +0,84° 73,4 +0,5%
Acido caféico  105,7 +0,8° 78,7 +0,25¢ - -
Acido ferilico  161,3+0,7% 88,8 + 0,282 - -

Kaempferol 749+04%  412+01%  64,4+0,45% 37,2 +0,1P

Naringina 847+04°  449+01% 77,140,555 41,9 £0,1°°

Valores representam a média seguida do desvio padrdo (Média + DP). Letras mailsculas sobrescritas iguais,
indicam semelhangas significativas entre as colunas. Letras minUsculas sobrescritas iguais indicam
semelhangas significativas entre as linhas (p < 0,05, ANOVA seguido por teste de Tukey).

7.3.1.4. Atividades Antioxidante e Anticolinesterasica
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A determinacgdo dos potenciais antioxidante e anticolinesterasico in vitro dos extratos da
casca e flor da P. platycephala demonstraram que apesar de elevados indices das bioatividades

analisadas, ha especificidades em relacdo as partes da planta (Tabela 15).

Tabela 15. Potencial antioxidante e atividade anticolinesterdsica dos extratos da casca e flor da P. platycephala
obtidos por extracdo sequencial (BEM - extrato metanélico da casca; BEE —extrato etanélico da casca; FEM —
extrato metandlico da flor; FEE - extrato etanélico da flor; RUT - controle rutina e PHY- controle fisostigmina).

Extrato DPPH- iAChE
(1Cs0) (1Cs0)
Hg. mL*? pg. mL?
BEM 15,83 + 0,45° 18,82 + 0,01°¢
BEE 10,69 + 0,352 12,86 + 0,219
FEM 24,98 + 0,25° 9,44 +0,40°
FEE 38,67 = 0,66° 5,34 +0,12°
RUT 15,85 + 0,08" -
PHY - 1,15 + 0,052

Valores representam a média seguida do desvio padrdo (Média = DP).
Letras mindsculas sobrescritas diferentes, entre as linhas, indicam néo
haver semelhancas significativas (p <0,05, ANOVA seguido por teste de
Tukey).

7.3.1.5. Toxicidade Artemia salina

Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados do bioensaio com A. salina avaliando-se

0s extratos da casca e flor da P. platycephala obtidos por extragéo sequencial.

Tabela 16. Toxicidade e concentragdo inibitoria 50% (1Cso) dos extratos da casca e flor da P. platycephala frente
a Artemia salina.

Extrato 1Cs0 (Ug. mL™Y) Toxicidade
BEM 31,31+ 4,80 alta
BEE 630,00 + 0,01 baixa
FEM 597,60 + 0,01 baixa
FEE 252,50 £ 0,01 moderada

7.4. DISCUSSAO

Nos resultados encontrados no screening fitoquimico, observou-se a influéncia da
polaridade na extracdo da casca da P. platycephala, cuja deteccdo de alcaloide foi positiva
apenas utilizando-se o solvente metanol (BEM). Em relacdo a metodologia e a area de coleta,

Silva et al. (2010) analisaram extratos etandlicos da casca da P. platycephala, obtidos por
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extracdo a quente (banho maria), coletadas no estado do Maranhdo (bioma Cerrado), e ndo
detectaram a presenca de fitoesterois e/ou triperpenoides e taninos no extrato analisado,
resultado divergente deste estudo. Para os extratos da flor, assim como foi detectada a presenga
de flavonoides, taninos, saponinas e terpenoides neste estudo, ha também, relatos destes
compostos no extrato metandlico, obtido por extracdo Unica a quente (Soxhlet), da espécie
Parkia timoriana indiana (Ralte et al., 2022). Porém a extracdo Unica deste referido estudo
também revelou a presenca de alcaloides (Ralte et al., 2022). Através desses dados, mais uma
vez foi constatado que a geograficidade da planta influencia na producdo de metabdlitos, e
consequentemente pode gerar particularidades culturais sobre seu uso (Castro e Léda, 2021).

As andlises qualitativas por CG-EM dos extratos da casca e flor da P. platycephala
indicaram a presenca de estigmasterol, y-sitosterol e lupeol, ratificando a presenca de
fitoesterdides e/ou triterpenoides, segundo o screening fitoquimico. No extrato FEM (Tabela
13), foi observado elevado percentual do composto 3-O-metil-d-glicose (60%), e também, a
presenca exclusiva nesse extrato, do etil a-d-glicopiranosideo (5,4%). Ainda em relagdo aos
extratos da flor da P. platycephala, os compostos: acido acético, acido 2-propenoico, acetato
de propila e E,E,Z-1,3,12-nonadecatriene-5,14-diol foram identificados apenas no FEE. Nos
extratos da casca, destacaram-se 0os compostos trilinoleina (47,2%) e cis-9-octadecenamida
(20%) nos BEM e BEE, respectivamente e (methylsulfinyl)(methylthio)-methane e catechol
nos dois extratos. O composto octacosanol foi identificado apenas no BEE. N&o foram
detectados outros estudos de caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa referente a
extratos da casca e flor do género Parkia.

Em relacdo a analise por CL-PAD, os compostos: &cido galico, naringina e kaempeferol
foram detectados nos quatros extratos da P. platycephala. O acido elagico foi detectado apenas
nos extratos da flor (FEM e FEE), enquanto que os &cidos cafeico e ferulico foram detectados
apenas nos extratos da casca (BEM e BEE). Tais caracteristicas também foram verificadas nos

extratos brutos (casca e flor) da P. platycephala, obtidos por extracdo a quente com etanol
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(70%) (Fernandes et al., 2022). Estudos com o extrato metandlico da flor de outra espécie de
Parkia, a Parkia roxburghii, confirmou a presenca de acido galico e elagico nesse género
(Dubey et al., 2020). N&o foram detectados estudos de caracterizag¢do por cromatografia liquida
para extratos da casca e flor do género Parkia.

Destaca-se que os teores majoritarios de todos os compostos foram detectados nos extratos
metandlicos, sendo acido gélico (163,6 + 1,2 mg. g2) e acido elagico (110,1 + 0,8 mg. g*) no
FEM, e os demais compostos, no BEM, especificamente, acido cafeico (105,7 + 0,8 mg. %),
acido ferdlico (161,3 + 0,7 mg. g1), naringina (84,7 + 0,4 mg. g) e kaempferol (74,9 + 0,4 mg.
g™1). Ao compararmos os resultados deste estudo com os dos extratos brutos (extragdo etanélica
70%) da flor e casca da P. platycephala (Fernandes et al., 2022), o extrato da flor, continua
apresentando teores majoritarios de &cido galico e acido elagico, bem como o extrato da casca
possui teores majoritarios dos demais compostos. Entretanto, percebe-se que, houve influéncia
da metodologia, diretamente nos resultados obtidos, principalmente nos teores dos &cidos
fendlicos, com reducdo de aproximadamente 17%, no &cido gélico, referente ao BEM em
comparativo ao extrato bruto (Fernandes et al., 2022).

Analisando a atividade antioxidante da P. platycephala, observou-se excelentes potencias
dos extratos da casca, tendo 0 BEE (ICso = 10,69 + 0,35 pg. mL™) capacidade inibitoria do
radical DPPHe superior & ao padrio rutina (ICso = 15,85 + 0,08 pg. mL™%) e 0 BEM (ICsp =15,83
+ 0,45 pg. mL™) capacidade significativamente semelhante ao mesmo padrdo. Comparando-se
os dados aqui apresentados com a extracdo hidroetandlica 70% (extratos brutos) (Fernandes et
al., 2022), observou-se que a metodologia utilizada neste estudo, apresentou melhores indices
de inibigcdo do radical DPPHe, em pelo menos um extrato da casca e um da flor. Tala et al.
(2013) avaliaram a atividade antioxidante da casca da Parkia biglobosa brasileira, a partir do
extrato diclorometano-metandlico (1:1, v:v) macerado em temperatura ambiente e de suas

fracOes, aquosas e acetato-etilica. Desses trés extratos, a atividade antioxidante da fracdo aquosa
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da casca apresentou o melhor potencial, (ICso = 37,1 + 0,1 pg-mL™!), muito aquém dos
resultados antioxidantes obtidos neste estudo.

Dubey et al. (2020) analisaram a atividade antioxidante do extrato metandlico da flor da
Parkia roxburghii indiana, e observaram um valor de I1Cso = 68,000 + 0,004 pg. mL%, enquanto,
Ralte et al (2022) obtiveram um valor aproximado, para o extrato metanélico da flor da
Parkia timoriana indiana (1Cso = 70,05 + 0,07 pg. mL™?). Tais dados, indicam que o potencial
antioxidante da flor da P. platycephala € superior tanto para o extrato bruto, obtido com solugéo
etanolica 70% (ICso = 35,45 + 1,36 pug. mL™) (Fernandes et al., 2022), quanto para extrago
sequencial (ICso = 24,98 + 0,25 pg. mL™? e 1Cso = 38,67 *,.66 pg. mL™?, para FEM e FEE,
respectivamente).

Destaca-se que essa capacidade antioxidante expressiva da casca da P. platycephala, pode
ser atribuida a alguns compostos tais como: octacosanol, catecol, trilinoleina, &cido ferulico e
acido cafeico. O octacosanol é um composto natural, que apresenta varios efeitos bioldgicos,
incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antiparkinson (Wang et al., 2010;
Oliveira et al., 2012; Zhou et al., 2022). Harrabi et al. (2018) relataram a elevada relacéo entre
0 composto natural policosanol (75% octacosanol) e a capacidade antioxidante do radical
DPPHe.

Elevada capacidade antioxidante também foi relatada para o composto catecol, e segundo
De La Cruz et al. (2015), é justificada pela a presenca de grupos hidroxila (3,4-orto) em
compostos fendlicos simples. Os autores enfatizaram também que, os testes in vivo em roedores
utilizando o catecol, apresentaram efeitos neuroprotetores, entretanto, ndo foi consequéncia
exclusiva da atividade antioxidante deste composto (De La Cruz et a., 2015). Ja a trilinoleina é
comumente usada na medicina tradicional chinesa, e devido ao seu poder antioxidante, que
neutraliza os danos dos radicais livres associados a aterogénese, € associada aos beneficios no

tratamento de distarbios circulatdrios (Chan et al., 2002).
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Conforme a Tabela 14, dentre os compostos detectados por CL-DAD, o &cido ferulico foi
0 composto majoritario nos extratos da casca. A relacdo entre a presenca de acido feralico e
elevados potenciais antioxidantes sdo comuns na literatura (Ayna et al., 2020; Limaet al., 2024;
Paiva et al., 2013). Nesse contexto, também ha relatos sobre a capacidade antioxidante do &cido
cafeico, com efeito principalmente sobre as espécies reativas de nitrogénio (Combet et al., 2010;
D'ischia, 2005), as quais contribuem para a etiologia dos distarbios neuroldgicos, incluindo
acidente vascular cerebral isquémico e neurodegeneracgéo (Lee et al. 2016).

Diferentemente dos potenciais antioxidantes, os extratos da casca da P. platycephala,
apresentaram potenciais anticolinesterasicos inferiores aos extratos da flor. Dentre os quatro
extratos testados, o FEE foi o que apresentou maior poder de inibicdo da acetilcolinesterase
(ICso = 5,34 + 0,12 pg. mL™?), seguido do FEM (ICso = 9,44 + 0,40 pug. mL™). Observou-se,
exclusivamente nesses dois extratos, a presenca do acido eldgico, composto que vem
apresentando destaque frente a degeneracéo neuronal colinérgica, resultante da administracéo
sisttmica de compostos lipopolisacarideos (Dornelles et al., 2020). Outros compostos, que
também apresentam efeito inibidor da acetilcolinesterase, sdo os fitoesterdis, estigmasterol e y-
sitosterol (Gade et al., 2017; Karimi et al., 2021; Sanchez-Martinez et al., 2022), ambos
presentes tanto no extrato FEE, quanto no BEE e recorrentes nas espécies do género Parkia
(Saleh et al., 2021).

Além dos excelentes potenciais bioativos dos extratos da casca e flor da P. platycephala,
dois extratos merecem destaque em relagdo a toxicidade, 0 BEM (ICso = 31,31 + 4,80 ug. mL”
1Y e 0 FEE (ICso = 252,50 + 0,01 pug. mL™), respectivamente classificados, conforme Nguta et
al. (2011) como de alta e moderada toxicidade. Esta experiéncia ¢ uma indicacao de potencial
atividade antitumoral contra tumores solidos, uma vez que a concentracdo capaz de causar
letalidade de 50% na A. salina, evidencia-se ser dez vezes superior a dose de inibicdo de células
antitumorais (Rosa et al., 2016; Godoi et al, 2011; McLaughlin et al., 1998). Esses resultados

indicam que, para o potencial toxico, a extragdo sequencial foi favoravel para os extratos da
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casca, enquanto a extracdo etanolica (70%) estimulou os extratos da flor (Fernandes et al.,
2022). Nounagnon et al. (2017) também detectou elevado potencial tdxico dos extratos
etandlicos da casca da Parkia biglobosa, tendo concentragdo letal duas vezes maior que 0s
extratos da folha. Nao foram encontrados relatos de testes de toxicidade com extratos da flor
das espécies do género Parkia.

Por fim, sugere-se que os extratos da P. platycephala continuem a ser utilizados para

estudos mais aprofundados em relagéo a essas bioatividades.
7.5. CONCLUSAO

Através da bioprospeccdo da Parkia do Cerrado (P. platycephala Benth.) verificou-se
elevadas atividades antioxidante dos extratos da casca e atividade anticolinesterasica da flor.
Tais atividades podem estar associadas a presenca de flavonoides, taninos, esteroides e
alcaloides, mais especificadamente, de acidos fenolicos (&cido gélico, &cido elagico, acido
feralico e acido cafeico), flavonona (naringina), flavonol (kaempferol) e fitoesterdis
(estigmasterol e y-sitosterol). Todos os extratos apresentaram potencial toxico, o que sugere
indicacdo da presenca de compostos com promissora atividade anticarcinogénica. Acredita-se
que extratos da P. platycephala, devam ser avaliados de forma mais complexa, para isolamento
dos principios ativos e analise de seus efeitos, visando fortalecer sua aplicacdo nas praticas

terapéuticas.
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Efeitos da extracao hidroetanolica e sequencial sobre o potencial toxico dos extratos de

diferentes partes da Parkia platycephala do cerrado tocantinense
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Resumo

Comumente percebe-se 0 uso de plantas como medicamentos fitoterdpicos, entretanto, a linha
ténue entre o tratamento e a intoxicacdo é uma realidade. Este estudo avaliou a toxicidade dos
extratos da folha, casca, flor e semente da Parkia platycephala através do crescimento radicular
da Allium cepa. Foram realizadas duas metodologias de extracdo, uma polar e uma sequencial,
ambas usando aparato Soxhlet, obtendo-se extratos brutos (LE, BE, FE, SE), metanolicos
(LEM, BEM, FEM, SEM) e etanolicos (LEE, BEE, FEE, SEE) da folha, casca, flor e semente,
respectivamente. O potencial toxico de cada extrato foi avaliado em trés concentracdes (50,
250, 750 pg/ml), tendo a agua mineral como controle negativo. Observou-se que das 36
amostras analisadas, 25% estimularam o crescimento radicular da A. cepa nas condicdes
avaliadas e 39% mantiveram as caracteristicas de crescimento do controle negativo, indicando
ndo toxicidade desses extratos. Os melhores indices de crescimento radicular foram obtidos na
casca (2,7) e flor (2,0) pela metodologia sequencial. O extrato bruto da casca ndo apresentou
toxicidade nas concentracGes avaliadas. Os extratos da semente, da extracdo sequencial,
apresentaram toxicidade a partir da concentracdo 250 pg/ml. Na concentragdo de 750 pg/ml,
apenas um extrato ndo apresentou toxicidade. Diante dos resultados apresentados, acredita-se
no potencial uso terapéutico da espécie P. platycephala nas concentracdes inferiores a 250
pg/ml, no entanto € necessario estudos mais detalhados para confirmacdo da toxicidade dos

extratos da espécie.

Palavras-chave: Intoxicagdo; Alelopatia; Fava de bolota; Allium cepa; Brasil.
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8.1. INTRODUCAO

Ha& uma preocupacéo crescente na pesquisa de plantas medicinais devido a descoberta
de novos compostos naturais com potencial farmacoldgico, entretanto esse potencial pode
apresentar risco toxicolégico, ocasionando intoxicacdo nos organismos expostos a tais
componentes (Tuttolomondo et al, 2014).

O uso da Allium cepa (A. cepa) como bioindicador de toxicidade em extratos de plantas,
é uma alternativa viavel em substituicdo a testes em animais (Viega et al., 2019), além de
possuir elevada sensibilidade e boa correlagdo com outros sistemas-testes, tal como ensaios em
mamiferos (Freires et al., 2017). Através deste teste é possivel obter significativos efeitos
macromorfoldgicos em um curto espaco de tempo (Bonciu et al., 2018; Bragantini et al., 2007,
Brigido et al., 2016). Tais efeitos, sdo devido a influéncia de um corpo sobre o outro, que pode
ou nao favorecer o desenvolvimento do organismo alvo. Esse fendmeno denominado alelopatia,
é uma caracteristica fitotoxica observada em varios biomas (Inderjit et al., 2011).

As plantas do bioma Cerrado por serem capazes de sobreviver em condicdes
edafoclimaticas extremas e intensa competicdo por nutrientes, tém a producdo de compostos
bioativos estimulada, o que influencia nas diferentes interacdes nesse ambiente (Mecina et al.,
2014). Todas essas caracteristicas tornam o Cerrado uma fonte promissora de novos compostos
aleloquimicos.

A espécie Parkia platycephala (P. platycephala), endémica do Cerrado brasileiro,
apresenta potencial anti-helmintico, gastroprotetor, antinociceptivo e anti-inflamatério, devido
a presenca de alguns metabolitos ativos (Bari et al., 2016; Figueiredo et al., 2021; Silva et al.,
2019). Além desses potenciais farmacoldgicos, a P. platycephala apresenta a capacidade de
restringir o desenvolvimento de outras espécies abaixo de sua copa, muito embora o risco
toxicoldgico dos extratos desta espécie, ndo tenham sido antes averiguados.

Diante disso, esse estudo avaliou o potencial toxico dos extratos da folha, casca, flor e
semente da P. platycephala pelo método com A. cepa, com fins de nortear o uso terapéutico

seguro dessa espécie.
8.2. MATERIAIS E METODOS

Coleta e preparo

A coleta da folha, casca, flor e da semente da Parkia platycephala e ocorreu dentro da
Universidade Federal do Tocantins - Campus Palmas (10°10°55” S € 48°21°45” W) e a exsicata
foi depositada (HTO 12007) no herbario da Universidade Federal do Tocantins, no municipio

de Porto Nacional. Realizou-se também o cadastro junto ao SISGEN sob nimero A06B860.
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As etapas de secagem (estufa, 60 °C/48h) e pulverizacdo (moinho de facas tipo Willey) foram
utilizadas no preparo das amostras, que logo em seguida foram armazenadas em frascos de

vidros fechados e em ambiente livre de luz (Anvisa, 2011).

Extracéo

Duas metodologias extrativas foram analisadas, ambas a quente em sistema fechado por
meio do equipamento Soxhlet conforme recomendado por Oliveira et al. (2016) e Soares et al
(2017), com modificagdes. Os extratos brutos foram obtidos por extracdo polar, utilizando 200
mL da solugdo hidroetanolica (70%) e 5g da amostra pulverizada, durante 5h de refluxo. Os
extratos metanolicos e etanolicos foram obtidos por extracdo sequencial, com prévio
desengorduramento com hexano. Apds o desengorduramento, a amostra foi deixada em repouso
por 12 h para secagem e em seguida realizada a extracdo metanodlica (200mL/5g) por 5h. Novo
periodo de descanso (12h) foi aguardado para secagem e assim realizada a Ultima extragdo com
a solucéo hidroetanolica (70%), nas mesmas condic¢des. Assim na extracao polar, obtiveram-se
os extratos brutos da folha (LE), da casca (BE), da flor (FE) e da semente (SE). Na extracdo
sequencial, os extratos metanolicos da folha (LEM), da casca (BEM), da flor (FEM) e da
semente (SEM) e os extratos etanolicos da folha (LEE), da casca (BEE), da flor (FEE) e da
semente (SEE).

Determinagéo da Toxicidade

Os experimentos de toxicidade utilizando espécimes de Allium cepa (A. cepa) foram
conduzidos conforme recomendado por Martins et al (2016) com alteracbes. O delineamento
experimental incluiu um delineamento fatorial 3 x 3 (trés extratos e trés concentragdes) para
cada parte da planta, além de um tratamento controle (sem extrato). Inicialmente avaliou-se a
capacidade de germinacdo das cebolas. As mesmas foram preparadas retirando-se a casca e
quaisquer sinais de raiz. Em seguida colocou-se o fundo da cebola em copos descartaveis (50
mL) contendo &gua mineral como controle negativo, em temperatura de 25 °C, atentando-se
para que o fundo ficasse submerso no liquido. Ap6s 48h as cebolas foram analisadas e apenas
as que tiveram crescimento de raiz e ndo apresentaram sinais de apodrecimento, foram
separadas para a etapa seguinte. As cebolas que estavam aptas para a préxima etapa foram
preparadas, retirando-se qualquer raiz presente. Foram preparadas solucfes de concentracfes
variadas (50, 250 e 750 pg/ml). Os extratos foram colocados em triplicata em copos
descartaveis (50 mL) e as cebolas foram submersas nos mesmos pelo periodo de 120 h a 25 °C.
Apos o periodo de germinacdo as trés raizes principais de cada bulbo (para um total de 9 raizes

por ensaio) foram medidas com um paquimetro digital em mm. Foi utilizada analise de



141

variancia (ANOVA) para comparar os valores médios obtidos nas analises e os valores p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey. O Indice de
Crescimento Relativo (RGI) foi calculado de acordo com Young et al. (2012). Na anélise de
RGI, extratos com valores abaixo de 0,8 foram classificados como inibidores do crescimento;
valores entre 0,8 e 1,2 ndo indicaram efeito significativo e valores a partir de 1,2 evidenciaram

estimulo do crescimento radicular.
8.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento radicular de A. cepa em resposta ao contato com os extratos da folha da
P. platycephala esté disposto na Figura 18.
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Figura 18. Crescimento da raiz da A. cepa em fungéo da concentracdo dos extratos da folha da P. platycephala
(LE — extrato bruto folha; LEM — extrato metanolico folha; LEE — extrato etanolico folha). Letras mailsculas
iguais indicam semelhanca significativa na mesma concentracao e letras mindsculas em concentragdes diferentes
(p<0.05, seguido de teste Tukey).

Observou-se nos extratos da folha que as duas metodologias utilizadas apresentaram
crescimento radicular da A. cepa, embora em concentragdes diferentes. Em ambos os extratos
obtidos por extracdo sequencial (LEM, LEE), na concentracdo de 250 pg/ml, foram detectados
os maiores indices de crescimento radicular. Houve diferenca significativa nos valores obtidos,
tanto em relacdo a variacdo de concentracdo de cada extrato, como em relacdo as metodologias
utilizadas.

Na Figura 19, estdo representados os crescimentos radiculares de A. cepa em resposta
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ao contato com os extratos da casca da P. platycephala.
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Figura 19. Crescimento da raiz da A. cepa em funcéo da concentragdo dos extratos da casca da P. platycephala
(BE - extrato bruto casca; BEM — extrato metanolico casca; BEE — extrato etanolico casca). Letras maiUsculas
iguais indicam semelhanca significativa na mesma concentracao e letras mindsculas em concentragdes diferentes
(p<0.05, seguido de teste Tukey).

Na casca, cada extrato apresentou uma caracteristica peculiar. Na extracdo sequencial,
entre as concentragdes de 50-250 pg/ml, houve tanto diminuicdo (BEM) como estabilidade
(BEE) dos indices de crescimento radicular. J& na extracdo polar, ressalta-se que o BE, a partir
da concentracdo de 250 pg/ml, manteve as condi¢des de crescimento radicular equivalentes as
do controle negativo, ou seja, ndo apresentou dose dependéncia.

Na Figura 20, estdo representados os crescimentos radiculares de A. cepa em resposta
ao contato com os extratos da flor da P. platycephala.
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Figura 20. Crescimento da raiz da A. cepa em fungéo da concentragéo dos extratos da flor da P. platycephala (FE
—extrato bruto flor; FEM — extrato metanolico flor; FEE — extrato etanolico flor). Letras maidsculas iguais indicam
semelhanga significativa na mesma concentracéo e letras mindsculas em concentra¢des diferentes (p<0.05, seguido
de teste Tukey).

Os extratos da flor apresentaram resultados de crescimento radiculares positivos para
ambas as metodologias, destacando-se 0 FEE em 50 pg/ml e o FE em 250 pg/ml. Observou-se,
entretanto, que tais extratos apresentam caracteristicas opostas em relagdo a dose dependéncia,
entre as concentracdes de 50 a 250 pg/ml, enquanto o FEE apresentou diminui¢do no
crescimento radicular, o FE favoreceu o crescimento.

Na Figura 21, estdo representados os crescimentos radiculares de A. cepa em resposta
ao contato com os extratos da semente da P. platycephala.
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Figura 21. Crescimento da raiz da A. cepa em funcdo da concentracdo dos extratos da semente da P. platycephala
(SE — extrato bruto semente; SEM — extrato metanolico semente; SEE — extrato etanolico semente). Letras
maidsculas iguais indicam semelhanca significativa na mesma concentracéo e letras mintdsculas em concentracoes
diferentes (p<0.05, seguido de teste Tukey).

Analisando os extratos da semente, houve influéncia das metodologias de extracdo no
crescimento radicular até a concentracdo de 250 pg/ml. O extrato obtido por extracdo polar
(SE) respondeu positivamente ao crescimento, enquanto ambos 0s extratos obtidos por extracéo
sequencial (SEM, SEE) apresentaram resultados negativos de crescimento em relacdo ao
controle negativo.

Na concentracdo de 750 pg/ml, apenas 0 BE mostrou o crescimento equivalente ao
controle, os demais extratos responderam negativamente ao crescimento radicular.

Diante disso, para a analise de toxicidade dos extratos da folha, casca, flor e semente
da P. platycephala, fez-se uso do RGI (Tabela 17).
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Tabela 17. indice de crescimento relativo (RGI) observado em extratos de diferentes partes da P. platycephala.
(LE — extrato bruto folha; LEM — extrato metanolico folha; LEE — extrato etanolico folha; BE — extrato bruto
casca; BEM — extrato metanolico casca; BEE- extrato etanolico casca; FE — extrato bruto flor; FEM — extato
metanolico flor; FEE — extrato etanolico flor; SE — extrato bruto semente; SEM — extrato metanolico semente;
SEE — extrato etanlico semente).

EXTRATO RGI
50 (ug/ml) 250 (pg/ml) 750 (png/ml)
LE 1,3 [E] 1,1 [NA] 0,21]
LEM 1,0 [NA] 1,4 [E] 0,21]
LEE 1,1 [NA] 1,5 [E] 0,5 [1]
BE 1,8 [E] 0,9 [NA] 0,8 [NA]
BEM 2,7 [E] 1,4 [E] 0,5 [1]
BEE 1,2 [E] 1,3 [E] 0,31]
FE 0,8 [NA] 1,7 [E] 0,6 1]
FEM 1,2 [E] 1,3 [E] 0,21]
FEE 2,0 [E] 0,9 [NA] 0,41
SE 0,9 [NA] 1,1 [NA] 0,3[1]
SEM 1,2 [E] 0,311] 0,011
SEE 1,1 [NA] 0,6 [1] 0,411]

[E] — estimulo; [NA] — nenhuma alteragdo; [I] — inibicdo. Fonte: Autores (2022)

Observou-se que das 36 amostras analisadas, 25% estimularam o crescimento radicular
da A. cepa nas condicdes avaliadas e 39% mantiveram as caracteristicas de crescimento do
controle negativo.

Os extratos LEM e LEE, na concentracdo de 250 pg/ml, estimularam o crescimento
radicular da A. cepa. O mesmo efeito foi observado para o LEB, entretanto na concentracdo 50
pg/ml. 1sso sugere que entre as concentracdes de 250-750 pg/ml, os extratos da folha da P.
platycephala comegam a apresentar algum grau de toxicidade, resultando na inibi¢do do
crescimento na Ultima faixa de concentracdo analisada.

Em relacdo a casca, os extratos obtidos por extracdo sequencial estimularam o
crescimento radicular da A. cepa, destacando-se 0 BEM, que na concentracdo de 50 pg/mi,
obteve RGI=2,7, o maior indice dentre todos os extratos da planta. Notou-se também, que o
extrato obtido pela extragdo polar (BE) ndo apresentou toxicidade nas concentracdes testadas.

J& para a flor da P. platycephala, nas concentra¢fes abaixo de 250 pg/ml, os extratos
obtidos por extracdo sequencial (FEM, FEE) ndo apresentaram toxicidade, destacando-se o FEE
com RGI=2,0 na concentragdo de 50 pg/ml.

A extracgdo sequencial da semente, gerou resultados diferenciados, pois 0 SEM e o SEE,
foram os Unicos extratos que apresentaram toxicidade a partir da concentracéo de 250 pg/ml.

Na literatura ndo foram encontrados estudos anteriores sobre a toxicidade da espécie P.

platycephala ou do género Parkia, pelo método de crescimento radicular da A. cepa.
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H& relatos do efeito inibidor da Parkia biglobosa (P. biglobosa) na germinacdo de
sementes de Striga gesnerioides (Itta et al., 2014; Lado et al., 2018), bem como na germinagéo
da Striga hermonthica (Magani et al., 2010; Mamudu et al., 2019). Estudos mais recentes com
a folha e semente da P. platycephala, detectaram toxicidade moderada no extrato etanolico da
semente e baixa toxicidade nos extratos metanolicos da folha e semente, pelo método com
Artemia salina (Fernandes et al., 2021). Também foi detectado elevado potencial toxico da P.
biglobosa em Clarias gariepinus (Bawa-Allah e kinnuoye, 2019).

Em relacdo a toxicidade de plantas do Cerrado, alguns estudos analisaram a toxicidade
de espécies desse bioma através da atividade alelopética de seus extratos. Almeida et al. (2021)
utilizando A. cepa, avaliaram a toxicidade do extrato aquoso da folha da Vernonanthura
polyanthes (assa-peixe) e observaram efeitos toxicos da espécie em concentracfes superiores a
20 mg/ml. Chiavegatto et al. (2017) relataram que os extratos metanolicos do fruto da Solanum
lycocarpum (lobeira) tém um efeito inibitdrio sobre o crescimento das raizes tanto da A. cepa
guanto da Lactuca sativa.

Extratos hidroetanolicos da casca de outra espécie do Cerrado, a Astronium
fraxinifolium (Gongalo-Alves), também apresentou toxicidade, nos testes com A. cepa (Zafred
et al., 2016). Segundo Panontin et al. (2021), foi confirmada a toxicidade dos extratos
hidroetanolicos da casca e folha da espécie Hancornia speciosa (mangabeira), tanto pelo
crescimento radicular como pelas células mitoticas da A. cepa em concentracfes de 500 pg/ml.

Os extratos hexanico e hidroetanolico da folha da espécie Caryocar coriaceum
(pequizeiro) inibiu o crescimento radicular da A. cepa na concentracdo de 50 pg/ml (Cardoso
etal., 2021).

Barbosa et al. (2019) avaliaram a toxicidade da fracdo e subfracBes de diclorometano
(DCM) obtidas das folhas de Smilax brasiliensis (japecanga) e observaram o efeito toxico

contra a Lactuca sativa e Allium cepa.
8.4. CONCLUSAO

Verificou-se que os extratos da folha, casca e flor da P. platycephala ndo apresentaram
toxicidade nas concentracdes inferiores a 750 pg/ml, entretanto na semente, esse efeito foi
detectado a partir da concentracao de 250 pg/ml.

As metodologias de extracdo polar e sequencial, apresentaram influéncia direta no
crescimento radicular da A. cepa. Alguns extratos apresentaram inibicdo do crescimento
radicular, ou seja, sdo extratos alelopaticos, sendo portando potenciais alvos de estudos futuros,

como pesticidas de origem natural.
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Sugere-se realizar testes in vivo para a determinagéo da citotoxicidade e da toxicidade
aguda dos extratos, dando assim prosseguimento aos estudos sobre a P. platycephala com fins

de ratificar o seu uso seguro como indicacdo terapéutica.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A triagem fitoquimica da espécie P. platycephala indicou a presenca de flavonoides,
taninos, triterpenoides e alcaldides, resultado ratificado pela caracterizacdo quimica dos
extratos da folha, casca, flor e semente dessa espécie.

Quanto a atividade antioxidante, ambas metodologias foram eficientes, tanto na
extracdo sequencial quanto na polar (folha, casca e flor), destacando-se a capacidade
antioxidante do extrato etandlico da casca, que demonstrou ser superior a rutina.

Todos os extratos apresentaram poder anticolinesterésico, tendo os extratos bruto da
semente e etandlico da flor, os resultados mais relevantes.

Em relacdo a toxicidade frente a A. salina, o extrato metanolico da casca foi 0 mais
toxico, seguido dos extratos etanolico da flor, etandlico da semente e extrato bruto da casca,
que apresentaram moderada toxicidade. JA os dados de toxicidade frente a A. cepa,
demonstraram que os extratos metanolico e etandlico da semente, foram os mais toxicos,
entretanto é importante ressaltar que o extrato bruto da casca foi o Unico que ndo apresentou
toxicidade nas concentracdes analisadas.

Podemos assim, concluir que, as duas metodologias utilizadas, sdo eficazes em relacéo
aos testes analisados com os extratos da folha, casca, flor e semente da P. platycephala,
entretanto a extracdo sequencial a quente apresentou melhores resultados nos testes
antioxidante (BEE), toxicidade (LEE) e anticolinesterdsico (FEE), enquanto a extracdo
etandlica (70%) teve destaque na toxicidade e atividade anticolinesterasica (SE).

Com tais resultados, pode-se sugerir estudos mais aprofundados da espécie P.
platycephala para utilizacdo dos extratos da mesma como pesticida e nos tratamentos

anticarcinogénico e também anticolinesterasico da doenca de Alzheimer.
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