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Resumo

Pau d'arco € o nome popular da espd@bebuia impetiginosdartius ex DC, (familia
Bignoniaceae) nativa da floresta Amazonica e outgges tropicais da América do Sul e
América Latina. Esta planta tem sido utilizada dome medicinais ha varios séculos, sendo o
entrecasco (camada mais interna da casca do traptoado no tratamento da dor, artrite,
inflamacéo da glandula da prostata, febre, disent&rranculos, Ulceras e varios tipos de
cancro; atualmente, o entrecasco € comercializzomsara infusdes, comprimidos ou xaropes.
Este trabalho teve como principal objetivo a vaj@tacientifica do uso tradicional através da
avaliacao da bioatividade do entrecasco de paoa{aixtrato metandlico e infuséo) e de duas
formulacdes diferentes também a base do entredasewsma planta (comprimido e xarope).
A atividade antioxidante foi avaliada em ensamogtro de determinacao de efeitos captadores
de radicais livres, poder redutor e inibicdo daopielacdo lipidica em homogeneizados
cerebrais, enquanto que a atividade antitumorph@dade de inibicdo de crescimento celular)
foi determinada em quatro linhas celulares: MCFedrqinoma de mama), NCI-H460
(carcinoma de pulmao), HelLa (carcinoma cervicaHepG2 (carcinoma hepatocelular). A
citotoxicidade para células normais (ndo-tumoraisgvaliada utilizando uma cultura priméria
de células de figado de porco (PLP2). Foi aindauafa a caracterizacdo quimica da amostra
de entrecasco de pau d'arco pela analise dos segsomutrientes, valor energético e
determinacdo cromatografica de acucares, acidémioag, acidos gordos e tocoferdis.

A atividade captadora de radicais 2,2-difenil-1Apicidrazilo (DPPH) foi maior no xarope e
menor na infusdo. O xarope e 0 extrato metandlp@sentaram também os melhores
resultados de poder redutor e de capacidade dednibda descoloracao fecaroteno, podendo
estes resultados estar relacionados com a maiotidade de fendis que se verificou nessas
amostras.

O extrato metanolico revelou efeito inibitorio sela linha celular NCI-H460. As restantes
amostras testadas (infusdo, comprimidos e xardpepapresentaram qualquer efeito nas linhas
celulares utilizadas. Nenhuma das amostras apoestnticidade em células PLP2.

Os macronutrientes mais abundantes no entrecasqgauel’arco foram os glicidos, que
contribuem significativamente para o valor enemgétieterminado. Na andlise dos acucares
livres foram detetados frutose, glucose e sacasesglo a glucose o agucar mais abundante.

Foram também identificados cinco acidos organideseahtes (acidos oxalico, malico, citrico,
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sucinico e fumarico), sendo o acido oxalico o mbisndante. Foram identificados vinte e um
acidos gordos, sendo os acidos oleico, palmitinoleico e linolénico os que apresentaram
maior expressividade. Os &cidos gordos insaturgdumoinsaturados + polinsaturados)
predominaram sobre os acidos gordos saturadosnRarabém identificados e quantificados

a- ey-tocoferais.
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Abstract

Pau darco is the common name ®ébebuia impetiginosaMartius ex DC species
(Bignoniaceae), native of the Amazon rainforest atheér tropical regions of South America
and Latin America. This plant has been used inticachl medicine for many centuries, being
the inner bark used in the treatment of pain, dighrinflammation of the prostate, fever,
dysentery, boils, ulcers and different types ofceginnowadays, it is marketed as dry material
(bark) for infusions, pills and syrups.

The main objective of the present work was to \&dscientifically the popular use through
the bioactivity of pau d'arco bark (methanolic agtrand infusion) and of two different
formulations (pills and syrup) also based on theesglant-material. The antioxidant activity
was evaluated bipn vitro assays testing free radicals scavengers, redpowgr and inhibition

of lipid peroxidation in brain homogenates. Theitantor activity (ability to inhibit cell
growth) was determined in four cell lines: MCF-7rglst carcinoma), NCI-H460 (lung
carcinoma), HelLa (cervical carcinoma) and HepG2pdhecellular carcinoma). The
cytotoxicity for noraml cells (non-tumor cells) wassessed using a primary culture of porcine
liver cells (PLP2). Furthermore, the sample was ntbally characterized regarding
macronutrients, energy and chromatographic detextioim of sugars, organic acids, fatty acids
and tocopherols.

The scavenging activity of 2,2-diphenyl-1-picrylhgdyl (DPPH) radicals was higher in the
syrup and lower in the infusion. Syrup and methianektract showed the best results in
reducing power and capacity to inhipitarotene bleaching; these results may be relattuet
highest amount of phenolics found in these samples.

Methanolic extract showed inhibitory effect on NE460. The remaining samples tested
(infusion, pills and syrup) showed no effect on¢k# lines used. None of the samples showed
toxicity in PLP2.

Carbohydrates were the most abundant macronutriergau d’arco bark, which contribute
significantly to the energy determined. In sugaralysis, fructose, glucose and sucrose were
detected, glucose being the most abundant sugee. different organic acids were also
identified (oxalic, malic, citric, succinic and faamc acids), being oxalic acid the most

abundant. Twenty-one fatty acids were identifieal] aleic, palmitic, linoleic and linolenic
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acids showed the highest expression. Unsaturatéty facids (monounsaturated +
polyunsaturated) predominated over saturated fattgls. a- and y-Tocopherols were also

identified and quantified.
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Lista de Abreviaturas

A549 Linha celular de adenocarcinoma de pulméao
Abs Absorvancia
ACR Atividade captadora de radicais

DAD/ESI-MS Detetores de diodos/Espetrometria dedda

DNA Acido desoxirribonucleico

DPPH 2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo

DSHEA Dietary Suplement Health and Education

dw Massa seca

ECso Concentragcdo de extrato correspondente a 50% nedaae

antioxidante ou 0,5 de absorvancia no ensaio de&rpoetiutor e

inibicdo da peroxidacao lipidica

FAME Esteres metilicos de 4cidos gordos
FDA Food and Drug Administration
Glso Concentragdo da amostra responsavel por 50% déc&ni do

crescimento celular

HBSS Solucéo salina de Hank’s

HelLa Linha celular humana de carcinoma cervical
HepG2 Linha celular humana de carcinoma hepatlacelu
HL- 60 Linha celular de leucemia promielocitica fauma
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia

HuO9 Linha celular de Osteossarcoma

MCF-7 Linha celular humana de adenocarcinoma mamar
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MIC Concentragdo minima inibitéria (Minimum inhibiyy concentration)
MS Espetrometria de massa

NCI-H460 Linha celular humana de carcinoma de palméa

nd N&o detetado

PC-3 Linha celular da préstata

PDA Detetor de fotodiodos

RI indice de refracéo

RNS Espécies reativas de azoto

ROS Espécies reativas de oxigénio

rpm Rotac¢des por minuto

SAFE 4-metoxibenzaldeido, 4-metoxifenol, alcoohdtoxibenzilico e

1,2- propanodiol

SD Desvio padrao

SOD Enzima superoéxido dismutase

SRB Sulforodamina B

EC Equivalentes de catequina

EAG Equivalentes de acido galico

TBA Acido tiobarbiturico

TBARS Substancias reativas do acido tiobarbiturico
TCA Acido tricloroacético

V Vestigios

Tris 2-Amino-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol
Ul-Mel Melanoma maligno radio-resistente

uv Radiacéao ultravioleta
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1. Introducéo

1.1. Caracterizacao botanica dé&abebuia impetiginosgMart. ex DC.) (Pau d'arco)

Pau d'arco é o nome popular de uma arvore da fardds Bignoniaceae (Asteridas,
Eudicotiledoneas) nativa da floresta Amazonicateasuegides tropicais da América do Sul e
América Latina. Pode crescer até aos 30 m de attrdbase do tronco pode ter 80 cm de
didmetro. O génerdabebuiainclui cerca de 100 espécies, a maioria grandesres de
floracdo vistosa que sdo comuns nas paisagensdiaies sul-americanas e até das regioes
mais temperadas. Trata-se de uma planta muita esad#éoterapia sob a designacao de pau
d"arco, ipé-roxo e ipé-lapacho.Tabebuia impetiginos@Mart. ex DC.) € conhecida pelas suas
atraentes flores roxas sendo muitas vezes chaneatapacho roxo". Tem varias sinonimias,
como por exemploTabebuia avellanedakorentz ex Griseb. Blandroanthus impetiginosus

(Mart. ex DC.) Mattos que se referem a mesma esgAanaral et al. 2012).

Tabela 1.Descrigdo taxondémica deabebuia impetigoséRuiz de la Torre, 2006).

Familia Bignoniaceae

Género Tabebuia

Espécie Impetiginosa

Sinénimos TabebuiaavellanedageT.ipé, T. nicaraguensisT. schunkeuigqiT. serratifolia,

T. altissimg T. palmeri GelseminunavellanedagHandroanthusavellanedag
H. impetiginosusTecomaadenophyllaTecomaavellanedagTecomaeximia
Tecomampetiginosa Tecomantegra, Tecomape. TabebuiavellanedagT.
ipé, T. nicaraguensisT. schunkeuigoiT . serratifolia, T. altissimag T. palmeri
GelseminunavellanedagHandroanthusavellanedagH. impetiginosusTecoma
adenophyllaTecomaavellanedagTecomaeximig Tecomampetiginosa
Tecomantegra, Tecomadpe . T. serratifolia, T.altissimag T.palmeri
GelseminunavellanedagHandroanthusavellanedagH. impetiginosusTecoma
adenophyllaTecomaavellanedagTecomaeximig Tecomampetiginosa,

Tecomaintegra, Tecomape .

Nomes comuns | PauD'Arco, ipé,ipé roxo, lapachotahuarj taheeboipé, ipé-contrasarna,

Tabebuiapé, tajy

Parte usada Entrecasco (parte viva da periderme, sobretudo icésoberoso), e madeira
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1.1.1. Familia Bignoniaceae

Esta familia compreende cerca de 110 géneros e €3p@cies, e esta distribuida,
principalmente, em regides tropicais e subtropicdigénero com maior nimero de espécies é
Tabebuiasensu lato com aproximadamente 100 espécies.dsstudleculares realizados em
2007 conduziram a uma profunda revisdo do géneroduziram alteracées na classificacao,
reduzindo o niumero de espéciesTdbebuiavisto que algumas das anteriores foram incluidas
no génerdHandroanthus

Surgem nos seus habitats sob a forma de arbusosslou arvores. A epiderme das
bignoniaceas é recoberta por tricomas variadosegsempre simples. As folhas normalmente
compostas por foliolos tém inser¢cdo opostas, seipuéss. As inflorescéncias sdo do tipo
cimosas ou racemosas e as flores sdao hermafroditas,simetria zigomorfa, grandes e
exuberantes. O célice tem sépalas unidas e a adfulabiada. Os estames séao didinamicos
(ou seja, dois grandes e dois pequenos). ExisteegsEmpre um quinto estame reduzido a
estaminddio. O ovério é supero, de dois carpellogdos, tem placentacdo axilar com muitos
6vulos para cada léculo e é sincarpico. As vezee fpdentificar-se a presenca de um disco
nectarifero rodeando a base do ovario (Ruiz deteeT2006).

Os frutos de Bignoniaceae sao capsulas que podenostipo septicida ou loculicida. Em
alguns casos o fruto pode ser uma baga ou podeesere indeiscente. As sementes quase
sempre sdo achatadas, mas podem ser aladas osiddéiecomas. A polinizagdo ocorre com
o auxilio de abelhas, passaros, vespas, borbotetasrcegos. Ja a dispersdo acontece

principalmente por anemocoria, ou seja, pelo véRtoz de la Torre, 2006).

1.1.2.GéneroTabebuiaGomes ex A.P. de Candolle

Este género é constituido por arbustos ou arvaoeeslgs. Folhas digitadas, raramente simples,
com 3-9 foliolos inteiros ou dentados. Flores emiqdas terminais, as vezes reduzidas a
racimos de poucas flores, ou ainda menos frequares solitarias. As flores sdo muito
abundantes, vistosas, amarelas, brancas, rosaelhesn purpura. O caliz apresenta-se em
forma campanular ou tubular, truncado, bilabiadocom 5 I6bulos. A corola tubular pode
surgir afunilada ou tubular, sem pelos ou, pubdsaen exterior do tubo, que é reto ou pouco

curvado, ligeiramente bilabiado. (Ruiz de la To2@Q6).
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1.1.3. Tabebuia impetiginos@Mart. ex DC.)

Figura 1. Inflorescéncias e espécie adultaT@adebuia impetigos@Fonte:Juliana Capuzzo, 2011).

O nome vulgar é pau d’'arco ou lapacho rosado doeste; € uma arvore que pode crescer até
20 a 30 m com um tronco até 80 cm de didmetro,faoste reto, de cerca de 10 m desde o solo
até as ramificagbes mais baixas, ritidoma (camad®s externa da casca, assente sobre o
entrecasco) de cor pardo-escura, avermelhadodgretas muito resistente. Copa clnica em
massa largamente volumosa com ramos isolados. $-dilgitadas, caducas, opostas, com
peciolo comprido com 3-5-7 foliculos largamenteipalddos, oval-oblongos ou lanceolados,
até 16x9 cm, com poucos dentes na parte apicaloseiores os superiores: foliacdo em
setembro. As flores sdo precoces e abundantesafieditas, calice pubescente, campanulado
com 5 dentes pequenos e desiguais de 1-2 mm. Aaagainopétala, rosada, cor de amora ou
branca, de 4-5 cm de comprimento, com tubo campdaig limbo bilabiado, com 2 I6bulos
curtos ereto-patentes na parte superior, e na ipéetéor 3 I6bulos compridos, patentes, todos
os 5 ondulados, a fauce interna da corola maisr&scam tonalidade amarelada raiada de
purpura; 4 estames didinamicos e um estaminodérj@supero, bilocular, multiovulado, com
estilete simples. Capsula pendula, subcilindrie2@40 x 2-2,5 cm, com numerosas sementes

espalmadas, aladas, de cor castanha (Ruiz deria 2O06).
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1.2. Propriedades medicinais e compostos bioativde Tabebuia impetiginosgPau
d'arco)

Ao longo dos séculos, as plantas tém sido a pahfopte de farmacos usados na cura ou alivio
de vérias doencas (Saklani et al., 2008). Na Armaguiiferentes ervas com propriedades
terapéuticas, juntamente com varios outros remédidgionais, sdo geralmente classificadas
sob o titulo de "medicina alternativa”. O pau doalem sido utilizado com fins medicinais ha
varios séculos e, por exemplo, a sua casca inbereatrecasco tem sido utilizada no tratamento
da dor, da artrite, da inflamacgé&o da glandula datpta, febre, disenteria, furinculos, Ulceras e
uma grande variedade de tipos de cancro, sendo dmjeercializado sobretudo em
comprimidos, material seco (casca interna ou ea$iEy) para infusdes ou tinturas.

Estes extratos sdo tradicionalmente usados nomteata de Ulceras, sifilis, problemas
gastrointestinais, candidiase, cancro, diabetestatite, constipacdo e alergias (Park et al.,
2006). Mais recentemente, Melo et al. (2011) destrevarios usos etnobotéanicos de plantas
medicinais utilizadas no Brasil mostrando efeito-tumorais especificos. Entre 84 espécies
estudadasl. impetiginosdoi a segunda mais citada para o tratamento axepggio de cancro

e tumores.

As evidéncias sobre os efeitos biolégicos de edrae plantas sdo cada vez maiores. No
entanto, os componentes quimicos podem ter acOegémicas, teratogénicas ou até mesmo
carcinogénicas (Santos et al., 2008). Se um comp@sico estiver presente, ele pode interagir
com o DNA das células, conduzindo a lesGes gersaticaregides de importancia fundamental
para o ciclo celular e apoptose, podendo condymioeessos neoplasicos (Santos et al., 2008).
T. impetiginosadem mostrado atividade contra linhas tumorais masacancro da prostata
(DU-145, PC-3, LNCaP) (Li et al., 1995, Huang et #999), leucemia promielocitica humana
(HL- 60), carcinoma da mama (MCF-7: WS8) (Wuerzbers al., 1998), carcinoma do ovario,
carcinoma da laringe (Boothman et al., 1989), nwetfean maligno radio-resistente (U1-Mel)
(Boothman et al., 1989), adenocarcinoma de pulm&eaq), carcinoma cervical (HeLa) e
osteossarcoma (HuO9) (Simamura et al., 2003).

Nos Estados Unidos, a Food and Drug Administrgt@A) registou o uso do pau d"arco como
um suplemento dietético (FDA, 1999), "utilizado galiviar as condi¢cdes e sintomas de
cancro”. Esse suplemento dietético, como definieta pietary Suplement Health and
Education(DSHEA) em 1994, é um produto tomado por via qed contém um “ingrediente

alimentar" destinado a completar a dieta.
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Qualquer gue seja a composicdo ou a apresentacéim csuplemento dietético, o DSHEA
coloca-os na categoria geral de alimentos, e néwafZns, e requer que todos os suplementos
possam ser classificados como um suplemento dietéti

A casca interna do pau d"arco contém um elevad@raide compostos naturais, entre os quais:
flavonoides (Blatt et al., 1996), dialdeidos dedies de ciclopenteno (Koyama et al., 2000),
acido benzéico e derivados de benzaldeido (Wagnal.,e1989), quinonas (Sharma et al,
1988), furanonafotoquinonas (Zani et al., 1991)tagainonas e antraquinonas (Thomson,
1971).

Das 18 quinonas mais relevantes registados atéaaldpachol §-lapachonaKigura 2) sao

de alguma importancia clinica uma vez que tém gielacionados com a atividade

farmacologica da infusdo de pau d"arco (Oswald3)199

1.2.1. Compostos com atividade antifungica

As naftoquinonas sé&o metabolitos secundarios difimsd na natureza e desempenham
importantes funcdes fisiologicas em animais e p&rd lapachol e &lapachonaKigura 2),
foram encontrados em espécies de Tabebuia, e mawstefeitos relevantes contGandida
albicans Candida tropicalise Cryptococcus neoformansendo mesmo mais ativos do que o
padrdo, cetoconazol. A lapachona apresenta, natentzaior atividade antifingica do que o
lapachol (Guiraud et al., 1994).

Existem também vérias naftoquinonas com propriesiadieidoras do transporte de eletrdes e

desacopladoras da fosforilacado oxidativa (Howld®é3).

(0]
(o)
0}
SO ON
(o)
(o)
1 2

Figura 2. Estrutura quimica do lapachol (1)Bdapachona (2). Lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2téil)-1,4-
naftoquinona, @&H1403, Massa molar 242,2738 g/mol; conhecido desde 1858, primeiro composto natural
isolado a partir de T. impetiginosa, e é conheqdo ser a quinona mais abundante na familia Bigueai
(Thomsom, 1971)B-Lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1®pirano-5,6-diona, GH140;, Massa
molar 242,2738 g/mol); € um isémero do lapacholpemeiro lugar obtido por tratamento acido do Epd mas
mais tarde descrito como um produto natural tamtbémabebuia sp. (Thomson, 1971; de Oliveira efl&b3).
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Outros compostos identificados ef. impetiginosa sdo nafto[2,3)furano-4,9-dionas
(furanonaftaquinonas) e antraceno-9,10-dionasdguinonas) (Steinert et al, 1995;. Steinert
e Rimpler, 1996). Alguns deles sdo apresentadésguaa 3.

(0] (0]
(0}
\ CH,OH
R,
(0]
R4 (0] (0] o
3 4 5

OR 0
COOH
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6 7

Figura 3. Diversos compostos encontrados Enimpetiginosa3: Estrutura geral de nafto[2t8furano-4,9-
dionas: R=H, R =COCH R; = H, R = CH(OH)CH;; Ri= OH, R= COCH;; Ri= OH, R = CH(OH)CH, R:
= H, R, = C(CHs) = CH..4: Estrutura geral de antraquinona. 5: Estruteralgla 2-hidroximetilantroquinona 6:
Estrutura geral dos dialdeidos derivados de cicitgp®s. 7: Acido antraquinona-2-carboxilico..

HyC CHO

1.2.2. Compostos com atividade antioxidante, amtibral e antibacteriana

Diversos compostos isolados a partir @ie impetiginosaincluem compostos volateis,
nomeadamente, 3,4-dimetoxibenzaldeido, 4-hidraxieBexibenzaldeido (vanilina) e 4-
metoxibenzaldeido (Wagner et al., 1989). Park.€P@D4) descreveram também a extracdo de
compostos volateis por técnicas diferentes: evgforassistida com solvente (SAFE)- 4-
metoxibenzaldeido, 4-metoxifenol, alcool 4-metoritéco e 1,2-propanodiol; destilacdo sob
pressdo reduzida, seguido por extracdo liquidodigucontinua (DRP-LLE)- 4-
metoxibenzaldeido, 4-metoxifenol, 5 (2-propeniB;3-trimetoxibenzeno (elemicina) e 1-
metoxi-4-(1E)-1 ropenilbenzeno-(trans- anetol).

A estrutura de quinona (incluindo antraquinonaafeoguinonas) parece estar relacionada com
atividades antitumorais e antimicrobianas (O'Brie391; Boik, 2001). A atividade bioldgica

da estrutura de quinona estd relacionada com acidage da quinona aceitar eletrdes,
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formando anides ou espécies dianido e, assim,datigo a producéo intracelular de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Debad., 1990; Fry et al., 1992).

A formacdo de ROS envolve redutases celulares ¢istdADH: citocromo b5 redutase, e
NADPH: redutase do citocromo P450), que reduz aadquinona ao intermediario instavel e
altamente reativo, semiquinona, que forma radioaigo reativos (Castellanos et al., 2009). A
formacao destes radicais livres inicia um cicloosedjue resulta na formacéao de superoxido.
Este superoxido pode ser reduzido pela enzima &xiger dismutase (SOD) a peroxido de
hidrogénio e, em seguida, os radicais hidroxilogmodser formados pela reducéao de ferro -
através da reacdo de Fenton (Buettner, 1993).

Um analogo do lapachol, “furanonaftoquinona", fmlado a partir da casca da arvore de pau
d"arco e revelou um valor de MIC significativameinterior contraHelicobacter pylori( Lee

et al., 2004).

1.2.3. Compostos com atividade antiproliferativa
Para além de todos os compostos ja descritos @miemte, outros compostos foram

caracterizados (Sousa et al., 200”y@ra 4), nomeadamente naftoquinonas isoladas a partir
de plantas d&. impetiginosa que apresentam uma importante atividade antiprativa.
Apresentaram capacidade para suprimir o crescingaimhas celulares tumorais humanas
incluindo PC-3 (préstata), A549 (pulmado) e MCF-7afma). O composto 1 demonstrou
atividade antiproliferativa contra as trés linhagulares muito mais elevada do que-a

lapachona.

Figura 4. Estrutura quimica de (-)-5-hidroxi-2-(1-hidroxigtiafto[2,3b]furano-4,9-diona (1) e, (-)-8-hidroxi-2-
(1-hidroxietil)nafto[2,3b]furano-4,9-diona (2).
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A comparacao entre 1 e 2 mostra que a posi¢ao dgupo hidroxilo ligado ao anel aromatico,
também afeta a sua capacidade para suprimir oim@®o das linhas celulares tumorais.
Assim, a presenca de um grupo hidroxifendlico no 5 C- parece
desempenhar um papel importante no aumento do eigifroliferativo.

Para além do efeito antiproliferativo, o compostpotle ser utilizado como preventivo na
atividade cancerigena.

1.2.4. Compostos com atividade anti-inflamatoria
A atividade anti-inflamatoria d&. impetiginosaé atribuida a presenca de 2 dialdeidos

ciclopentenos. O composto 1 cuja férmula molecél@r7H1s0s, apresentou sinais no espetro
de infravermelho caracteristicos da presenca désten, aldeido conjugado, aldeido simples e
anel aromatico. O composto 2 foi considerado corfarmil-5-(3', 4'- dimetoxibenzoiloxi)-3-
metil-2- ciclopenteno-1-acetaldeido. Desta forma@spostos 1 e 2 seriam os produtos da

hidrolise do glicosido iridoideHigura 5) (Koyama et al., 2000).

1 R =4"“methoxybenzoyl
2 R =3 4-dimethoxybenzoyl

Figura 5. Estrutura quimica do glicésido iridoide.

20
Comparacao da bioatividade do entrecasco e difssdoimulacdes de pau d arco



. VNiVERSiDAD
- D SALAMANCA

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

ipb
\\ 4 INSTITUTO POLITECNICO
DE BRAGANCA

2. Objetivos

O pau d'arco Tabebuia impetiginosavulgarmente também conhecida como ipé Roxo e
pertencente a familia Bignoniaceae) pode ser usamio suplemento alimentar com uma acao
estimulante do sistema imunitario, tendo efeitolgésaco e anti-infecioso. E descrito como
sendo utili em caso de diabetes, bem como em sdsag@&generativas (neoplasias)
provavelmente pela sua agéo antioxidante. Efetimégne stresse oxidativo e a falta de defesas
antioxidantes endogenas tém sido relacionados satnencas cronicas mencionadas.

Assim, este trabalho teve como objetivos:

1- Avaliar a bioatividade do entrecasco de paucd'&extrato metandlico e infusédo) e de duas
formulacdes diferentes a base da mesma planta (cuidp e xarope).

A atividade antioxidante foi avaliado em ensaiogitro de determinacédo de efeitos captadores
de radicais livres, poder redutor, inibicdo da desacao dep-caroteno e inibicdo da
peroxidacao lipidica em homogeneizados cerebrais.

A atividade antitumoral (capacidade de inibicA@scimento celular) foi avaliada em quatro
linhas celulares: MCF-7, NCI-H460, HelLa e HepGZi#dtoxicidade foi avaliada utilizando
uma cultura primaria de células de figado de p@ptd?2).

2- Determinar a caracterizacédo quimica da amostemtiecasco de pau d’arco pela analise dos
macronutrientes, valor energético e determinagdmatogréafica de aclcares, acidos organicos
acidos gordos e tocoferais.

3- Validar por meio dos resultados obtidos os wsaticionais e as propriedades medicinais

popularmente atribuidas a espécie em estudo.
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3. Material e Métodos

3.1. Padrdes e Reagentes

Os solventesm-hexano 95%, acetonitrilo 99% e acetato de etil®®%, grau HPLC, foram
adquiridos a Fisher Scientific (Loures, Portug&).solvente metanol, grau analitico, foi
adquirido na Pronalab (Lisboa, Portugal). Todosoosos solventes usados eram de grau
analitico: metanol e éter etilico, da marca LabaStlueno e acido sulfurico, da marca Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A mistura padrémam 37 ésteres metilicos de acidos
gordos (FAME) (C4-C24; norma 47885-U) foi adquirida Sigma, assim como outros
isdmeros individuais de acidos gordos, padrdes;deaaes (L (+)-arabinose, D(-)-frutose, L-
fucose, D(+)-galactose, D(+)-glucose anidra, lactasno-hidratada, maltose mono-hidratada,
maltulose mono-hidratada, D(+)-manitol, D(+)-mano$¥+)-melezitose, D(+)-melibiose
mono-hidratada, D(+)-rafinose penta-hidratada, {téfhinose mono-hidratada, D(+)-sacarose,
D(+)-trealose, D(+)-turanose e D(+)-xilose), padrle acidos organicos (acido oxalico,
quinico, malico, ascorbico, citrico, sucinico enfirico), padrbes de tocoferois (3, y €9) e

os padrdes utilizados nos ensaios da atividadexaddinte: trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), acido galico e-¢atequina. O tocol racémico, 50 mg/ml foi
fornecido pela Matreya (Pleasant Gap, Pensilvagidd). O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, Massasetts, EUA). Os restantes reagentes
guimicos utilizados foram adquiridos na Sigma CleamCo. (St. Louis, Missouri, EUA). A
agua utilizada foi tratada num sistema de puriicad/illi-Q (TGl Pure Water System,
Greenville, Carolina do Sul, EUA).

3.2. Material vegetal e preparagéo das amostras

O material vegetal, entrecasco de pau d"arco, jauasgarte mais interna da casca da arvore,
formada por tecido vivo, foi obtido comercialmentama ervanéria; por facilidade de
expressdo, o termo genérico “casca’ por vezes usaste trabalho, deve ser entendido como
correspondente a casca interna ou entrecasco.

Preparou-se uma infusdo e um extrato metandlicarér pla casca. Para aléem destes dois

extratos, foram também avaliadas outras formulac@@snacéuticas, nomeadamente
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comprimidos e xarope que tinham na sua constituegdmtos secos de casca da mesma
espécie. O comprimido tem na sua constituicdo ggisees ingrediented:. impetiginosgpau
d"arco, extrato seco 5:1 da casca), celulose niistalina (diluente), amido modificado de
milho (aglutinante), fosfato dibasico de calciodnaj didéxido de silicio (antiaglomerante) e
estearato de magnésio (lubrificante). O xarope #stitaido por: agua purificadar.
impetiginosa(casca de pau d’arco 10%), acido citrico (regulatoracidez), sorbato de
potassio, benzoato de sodio e galhato de propiles@rvante), aspartame, ciclamato de sodio
e sacarina sodica (edulcorante).

Para a preparacdo da infusdo, a amostra (1 g)dicioaada &gua destilada (200 ml)
previamente fervida (placa de aquecimento, VELEific) e deixou-se repousar durante 5
min e posteriormente, filtrou-se em papel Whatnfaéh.n

Para obtencédo do extrato metandlico, a amostrg {di gubmetida a uma extracéo solido-
liguido com 40 ml de metanol em placa de agitagh@y °C a 150 rpm), durante 1h e
posteriormente filtrada através de papel Whatmah @Presiduo sélido obtido foi re-extraido
sob as mesmas condicdes. Os extratos liquidos nadis foram evaporados num evaporador
rotativo (Bichi R-210, Flawil, Suica) a 40 °C. O extrato obtidoredissolvido em metanol,
para a avaliacdo da atividade antioxidante de famlter uma solugdo com concentracao de
20 mg/ml e em 4gua, para a avaliacdo da atividatiteirmoral, de forma a obter uma solucdo
com concentracao de 8 mg/ml.

Os comprimidos foram sujeitos a uma pulverizacastgriormente foram diluidos em 100 mi
de agua e filtrados por vacuo.

O xarope foi diluido de forma a obter uma conce&divdinal do extrato de 94 pg/ml.

A partir destas solucbes iniciais foram preparadasas solugcbes com concentracdes
diferentes, a partir do método das diluicbes sinassEstas solugbes foram utilizadas na

realizacdo dos diferentes ensaios de avaliacamdtvidade.
3.3. Avaliagéo da atividade antioxidante

3.3.1. Ensaio da atividade captadora de radicaisHbP
A atividade captadora de radicais DPPH foi moratta utilizando um leitor de microplacas
ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc, Winooski, VermprEUA). Todas as diluicbes das

amostras, previamente preparadas (3)) foram colocadas nos diferentes pocos das
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microplacas (96 pocos) e posteriormente foram awdlgzlos 27@l de uma solucdo de DPPH
(6 x 10° mol/l). A mistura foi colocada no escuro durargeca de 30 min e a absorvancia foi
medida a um comprimento de onda de 515 nm. A aiilddcaptadora do radical (ACR) foi
calculada como percentagem de descoloracdo dadsolDPPH utilizando a férmula %
ACR=[(AbsorrH — Abs)/AbsorrH]X100 onde AbsepH corresponde a absorvancia da solucéo
de DPPH e Ahsa absorvancia da solugdo de DPPH na presencarddoexO valor de E£g
(concentracdo efetiva de extrato responsavel pghtacido de 50% de radicais DPPH) foi
calculado por interpolacéo gréafica da percentagemA@R em funcdo da concentracdo do

extrato. Utilizou-se trolox como padrao.

3.3.2. Poder redutor
Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitier Microplacas descrito anteriormente. As

diferentes concentra¢gfes das amostras (0,5 minforsturadas com tampéo fosfato de sodio
(200 mmol/l, pH 6,6, 0,5 ml) e adicionou-se feaiweto de potassio (1% w/v, 0,5 ml). A mistura
foi incubada a 50 °C durante 20 min e adicionoaesgo tricloroacético (10% wi/v, 0,5 ml). A
mistura (0,8 ml) foi colocada nos 48 pocos juntaimenm agua desionizada (0,8 ml) e cloreto
férrico (0,1% w/v, 0,16 ml), a absorvancia foi naada 690 nm. A concentragdo de extrato que
fornece 0,5 de absorvancia (fgffoi calculada a partir do grafico de absorvarc&0 nm em

funcdo da concentracéo do extrato. Utilizou-sexalomo padrao.

3.3.3. Inibicdo da descoloracao gibcaroteno
Preparou-se uma solucdo por dissolucaopaaroteno (2 mg) em cloroférmio (10 ml).

Transferiram-se 2 ml desta solucdo para um baldéuddo redondo. Apds remocgao do
cloroférmio a 40 °C, sob vacuo, juntou-se acidoléito (40 mg), emulsionante Tween 80 (400
mg) e agua destilada (100 ml) e agitou-se vigoresden Transferiu-se uma aliquota (4,8 ml)
desta emulséo para tubos de ensaio contendo déerenancentracdes das amostras (0,2 ml).
Os tubos foram agitados e incubados a 50 °C envbawahia. Imediatamente apods a adicdo da
emulsdo a cada tubo, mediu-se a absorvancia a d7®mtempo zero. A inibicdo da
descoloracdo d@-caroteno foi calculada utilizando a seguinte e§oagconteudo de-
caroteno apés 2 h de ensaio/conteudo inicigb-daroteno) 100. A concentracdo de extrato

correspondente a 50% de atividade antioxidanteojEQ calculada por interpolacédo a partir
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do grafico de percentagem da inibicdo da descdorado B-caroteno em fungdo da
concentragéo de extrato. Utilizou-se trolox comadrga.

3.3.4. Inibicdo da peroxidacdo lipidica através @msaio das espécies reativas do acido
tiobarbittrico (TBARS)

Utilizou-se tecido cerebral de porc8us scrofacom cerca de 150 kg de peso), dissecado e
homogeneizado em gelo com tampéao Tris-HCI (20 miNI7pt) numa proporgao 1:2 (w/v) e
apos centrifugacdo a 30Aurante 10 min. Incubou-se uma aliquota (0,1 mBalwenadante
com as diferentes concentracdes das amostras (,F@$Q (10 uM; 0,1 ml) e acido
ascorbico (0,1 mM; 0,1 ml) a 37 °C durante 1 heAgéo foi interrompida pela adicédo de acido
tricloroacético (28% w/v; 0,5 ml), seguindo-se &ad do acido tiobarbiturico (TBA; 2%, w/v;
0,38 ml). A mistura foi aquecida a 80 °C durantarf. Apds centrifugacédo a 30§durante

10 min para remocéo de proteinas, a intensidaderddo complexo malonaldeido (MDA) -
TBA do sobrenadante foi medida através da sua scia a 532 nm. A percentagem de
inibicdo da peroxidacdo lipidica (%) foi calculaddizando a seguinte férmula: [(A - B)/A]
100%, onde A e B era a absorvancia do controlosallgdo com o extrato, respetivamente. A
concentracdo de extrato correspondente a 50% liednida peroxidacao lipidica (EfEfoi
calculada a partir do grafico da percentagem dci&d da formacédo de TBARS em funcéo da

concentragéo de extrato. Utilizou-se trolox comadraa.

3.4. Avaliagéo do potencial antitumoral e citotoxiclade

3.4.1. Atividade antiproliferativa em linhas celulas tumorais humanas
Foram utilizadas quarto linhas celulares tumoraimdmnas: MCF-7 (adenocarcinoma de

mama), NCI-H460 (cancro de pulméo), HelLa (carcinareavical) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular). As células foram mantidas em caldercélulas aderentes em meio RPMI-1640
contendo 10% de Soro Fetal de Bovino (SFB) inatya&lo calor e 2 mM de glutamina (MCF-
7, NCI-H460, HeLa e HepG2), a 37 °C, em incubadora temperatura humidificada contendo
5% de CQ (HF 151, Heal Force) (Guimarées et al., 2013).aBods experiéncias foram
realizadas em ambiente asséptico numa camaraxaelfloninar vertical (TLStar, AV-30/70).
Retirou-se 0 meio de cultura de cada caixa de reutom as respetivas linhas celulares.
Adicionou-se o meio de lavagem (HBSS, 2 ml) e apsiga remoc¢ao adicionou-se tripsina (1,5
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ml). A caixa de cultura foi colocada na incubadiweante 3 min para desagregac¢ao das células.
Adicionou-se rapidamente meio de cultura (3 ml)aparativar a tripsina. Pipetou-se a
suspensao celular para um tubo de falcon estéalqaantrifugar (1200 rpm, 5 min.). Retiraram-
se 50 pl de suspenséao e adicionaram-se 50 ul dedsotle azul tripano para contagem do
namero de células numa camara de Neubauer.

Cada linha celular foi plagueada numa densidadzpaipda (7,5x19células/poco para MCF-

7, NCI-H460, HeLa e HepG2) numa placa de 96 poféakcionaram se 5 diluicdes das
amostras (10 pul) em cada poco, juntamente comwnde células calculado anteriormente.
Perfez-se o volume de cada po¢co com meio de culAsamicroplacas foram seladas e
guardadas na incubadora durante 48h até ao testalfdaodamina B (SRB). Neste teste,
adicionou-se a cada poco acido tricloroacético (ME€A, 10%; 100 ul), incubando-se de
seguida durante 60 min a 4 °C. As microplacas fdeasadas com agua destilada e secas. A
solucdo de SRB (0,1% em 1% acido acético; 100qiRdicionada a cada poco. A placa foi
incubada durante 30 min a temperatura ambientéefRmsnente, lavou-se a placa com acido
acético (1%) para remover o excesso de SRB e soA-SRB foi solubilizada com 10 mM
de Tris (200 ul, pH 7,4) num agitador de micropg&@&tat Fax-2100). A absorvancia foi medida
a 540 nm num leitor de microplacas (referido aaterente). Utilizou-se elipticina como
padrdo. Os resultados foram expressos em valorégsgiEeoncentracdo responsavel por 50%
de inibicado de crescimento celular).

3.4.2. Hepatotoxicidade em células ndo tumorais

Preparou-se uma cultura de células priméarias & pietfigado fresco de porco, obtido num
matadouro local, designada por PLBar€ine liver primary cell culture O procedimento foi
descrito anteriormente pelo grupo de investigagd@ee se insere este trabalho (Abreu et al.,
2011). Os tecidos foram lavados em solucéo sakridahk contendo 100 U/mL de penicilina
e 100 pg/ml de estreptomicina e dividido em exglarde 1x1 mf Os explantes foram
colocados em caixas de cultura com meio DMEM sueigado com SFB (10%), 2 mM de
aminoacidos ndo essenciais, 100 U/ml de peniadih@0 pg/ml de estreptomicina, e colocou-
se na incubadora. O meio de cultura foi trocadada @ dias, monitorizando-se utilizando um
microscopio de invertido (Ilcon Eclipse Ts 100).&&ulas foram transferidas para uma placa
de 96 pocos com uma densidade de 4zéilas/poco, e cultivadas em meio DMEM com 10%

de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de gstraicina. As células foram tratadas com
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diferentes concentrages de amostra e efetuouesteoSRB descrito anteriormente. Utilizou-
se elipticina como padrdo. Os resultados foramesgms em valores de se{concentracao

responsavel por 50% de inibicdo de crescimentdar@lu

3.5. Compostos bioativos

3.5.1. Fendais totais
Os fendis totais foram estimados com base no pimesdo descrito por Wolfe et al. (2003)

com algumas modificacdes. A uma aliquota da soldedmada amostra (0.5 ml), adicionou-se
Folin-Ciocalteu(2.5 ml, previamente diluido em agua 1:10 v/v) dbeaato de sédio (75 g/1,

2 ml). Centrifugou-se a mistura durante 15 s ealese repousar durante 30 min a 40 °C para
desenvolvimento da cor. A absorvancia foi medid@anm. O 4cido galico foi utilizado para

o célculo da curva padréo (0,05-0,8 mM: 1,683x + 0,044R? = 0,999), e os resultados foram

expressos em mg de equivalente de acido galico J@AEg de extrato.

3.5.2. Flavonoides totais
Os flavonoides totais foram determinados pelo neétde Jia et al. (1999), com algumas

modificacdes. Uma aliquota (0,5 ml) da solucdo agacamostra foi misturada com agua
destilada (2 ml) e, posteriormente, com solucaoNd®lO, (5%, 0,15 ml). Apés 6 min,
adicionou-se a solucéo de A$¢10%, 0,15 ml) e deixou-se repousar durante 6 Aditionou-

se uma solucao de NaOH (4%, 2 ml) e agua destidperfazer o volume final de 5 ml. Em
seguida, a solucdo foi completamente misturada ieadie repousar durante 15 min. A
intensidade da cor rosa foi medida a 510 nm. (t¢dqlana foi utilizada para calcular a curva
padrdo (0,0156-1,0 mM; = 0,98766x — 0,0009% = 0,999) e os resultados foram expressos

em mg de (+)-catequina equivalente (CE) por g de&x
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3.6. Caracterizacdo quimica do pau d"arco

3.6.1. Macronutrientes e valor energético
Para determinacdo da composi¢cdo quimica das amjoatralisou-se humidade, proteinas,

lipidos, glicidos e cinzas, utilizando os proceditne AOAC (1995). As proteinas totais
(Nx6,25) foram estimadas pela técnica macro-Kjeldaillipidos totais foram determinados
apos extragdo de uma massa conhecida da amostreteode petroleo, utilizando o aparelho
de Soxhlet. As cinzas foram determinadas por imagé® a 660+15 °C. Os glicidos foram
calculados por diferenca: 100 — (g proteinas pigds + g cinzas). A energia total foi calculada

de acordo com a seguinte equacao: Energia (Kea(gproteinas + g glicidos) + 9 (g lipidos).

3.6.2. Acucares
Os acucares livres foram determinados por cromafiagiquida de alta eficiéncia acoplada a

um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), confodascrito por Barros et al. (2010a) com
algumas modificacbes. Cada uma das amostras (G gnhfiquecida com melezitose como
padrao interno (PIl, 5 mg/ml) e foi extraida commdlle etanol aquoso 80%, a 80 °C, durante
30 min. A suspensao resultante foi centrifugadat(faga refrigerada Centorion K240R-2003)
a 15,00@ durante 10 min. O sobrenadante foi concentrado €C68ob pressao reduzida; os
vestigios de lipidos foram removidos em trés lamagaicessivas com 10 ml de éter etilico.
Apds a concentracdo a 40 °C, os residuos solidamfdissolvidos em dgua para um volume
final de 5 ml. Os acucares foram determinados wsantdPLC (Knauer, sistema Smartline) a
35 °C. O sistema de HPLC estava equipado com uetadete RI (Knauer Smartline 2300) e
com uma coluna 100-5 NHEurospher (4,250 mm, 5 mm, Knauer). A fase mdvel foi
acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v) com wudal de 1 ml/min. A identificacdo dos
acucares foi feita comparando os tempos de retemidiivos dos picos das amostras com
padrdes. Os resultados foram obtidos pelo métoqmaddio interno e expressos em g por 100
g de massa seca.
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3.6.3. Acidos organicos
Os acidos organicos foram determinados apdés umegimento previamente descrito por

Pereira et al. (2013). As amostras (2 g) foramagédtrs por agitagdo com 25 ml de &cido
metafosférico (25 °© C a 150 rpm) durante 45 mifiiteadas através de papel Whatman N ° 4.
Posteriormente, a amostra foi filtrada atravésilded de nylon de 0,2 um. A analise foi
realizada utilizando uma série Shimadzu 20A sed&4.C (Shimadzu Corporation). A
separacdo foi conseguida através de uma (Phenojnerauyna de fase inversa C18
SphereClone (pim, 250 mmx4,6 mm), termostatizado a 35 ° C. A eluicao foliraala com
acido sulfurico 3,6 mM usando um caudal de 0,8 iml/rA detecédo foi levada a cabo num
PDA, utilizando 215 nm e 245 nm (para o acido dsco) como comprimentos de onda. Os
acidos organicos encontrados foram quantificadascpmparacdo da area dos seus picos
registados a 215 nm com as curvas de calibracadasha partir de produtos comerciais de

cada composto. Os resultados foram expressos emlfP g de massa seca.

3.6.4. Acidos gordos
Os acidos gordos foram determinados por cromateggasosa com detecdo por ionizacao de

chama (GC-FID), como descrito anteriormente porddaet al. (2010a), e aplds o seguinte
processo de trans-esterificacdo. A massa obtidayicacao em Soxhlet foi misturada com 5
ml de metanol: acido sulfarico: tolueno 2:1:1 (vjy/durante pelo menos 12 h, num banho a
50 °C a 160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3 rabda desionizada, para obter a separacéo
das fases. A FAME foi recuperada com 3 ml de éikc@em agitacdo nwortex fez-se passar

0 sobrenadante através de uma microcoluna desdieatodio anidro, a fim de eliminar a 4gua;
recuperou-se a amostra para v com teflon e filtrou-se com um filtro de nylon Quéh
Milipore. O perfil de acidos gordos foi obtido nUBC modelo DANI 1000 equipado com um
injetor split/splitless detetor de ionizacdo de chama (FID) e uma coMiaeherey Nagel (30
mx0,32 mmx0,25 um). O programa de temperatura do forno foi 0 seguia temperatura
inicial da coluna foi 50 °C, durante 2 min; em sdguaumentou-se a temperatura a 30 °C/min
até 125 °C, 5 °C/min até 160 °C, 20 °C/ min até A803 °C/min até 200 °C, 20 °C/min até
220 °C que permaneceu durante 15 min. O gas depwete (hidrogénio) tinha um caudal de
4,0 ml/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injeit (1:40) foi realizada a 250 °C. Para cada
analise, injetou-se {il da amostra. A identificacdo de acidos gordosfdda com base nos

tempos de retencéo relativos dos picos da FAME = ataostras. Os resultados foram
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processados usando o software CSW 1,7 (DataApégx BXpressos em percentagem relativa

de cada &cido gordo.

3.6.5. Tocoferois

Os tocoferois foram determinados segundo um prowto previamente otimizado e descrito
por Barros et al. (2010b). Antes do processo dag&o, adicionou-se a amostra (500 mg) uma
solucdo BHT em hexano (10 mg/ml; 1P e uma solucdo de Pl em hexano (tocolugOnl,

400 pl). As amostras foram homogeneizadas com metanamli{4 no vortex (1 min).
Posteriormente, adicionou-se hexano (4 ml) e homgigeu-se novamente no vortex durante
1 min. Seguidamente, adicionou-se uma solucdo aqeoscentrada de NaCl (2 ml),
homogeneizou-se (1 min) e centrifugou-se (5 min00gP O sobrenadante foi,
cuidadosamente, transferido para uial. A amostra foi re-extraida mais duas vezes com
hexano. Os extratos combinados foram levados aaseob corrente de azoto, re-dissolvidos
em 2 ml de hexano, desidratados com sulfato deo sddro, filtrados através de um filtro
descartavel LC de 0,3in, transferidos para umal de injecdcdmbare analisados no HPLC.

O equipamento de HPLC consistia num sistema integcam uma bomba Smartline 1000
(Knauer), um desgaseificador Smartline 5000, umsarador automatico AS-2057 2500 e um
detetor de fluorescéncia FP-2020 (Jasco) programadoexcitacdo a 290 nm e emissao a 330
nm. Os dados foram analisados usando o softwanetyCia4 (DataApex). A separacéo
cromatografica foi conseguida com uma coluna era fegmal Poliamida 1l (250x4,6 nm)
YMC Waters operando a 30 °C (forno 7971 R Gracdps® movel utilizada foi uma mistura
de hexano e acetato de etilo (70:30, v/v) com undalade 1 mil/min. A quantificacéo foi
baseada na resposta do sinal de fluorescénciadauisanmétodo do padrdo interno e por
comparacao cromatografica com padrdes. Os resslfadam expressos em mg por 100 g de

massa Sseca.

3.7.Andalise estatistica

Utilizaram-se trés amostras de cada formulacdodestams ensaios foram realizados em
triplicado. Os resultados foram expressos como realomédios e desvios padréo
correspondentes (SD). Os resultados foram analgamtouma analise de variancia (ANOVA)

seguida de teste HSD Tukey’s com 0.05. Este tratamento estatistico foi realiza@oSPSS

v. 20.0.
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4. Resultados e discussao

4.1. Propriedades bioativas

4.1.1. Atividade antioxidante e compostos bioativos
As diferentes preparacdes de pau d'arco estudadsisanam possuir atividade antioxidante

(Tabela 2, avaliada a partir de quatro ensaiositro diferentes: atividade captadora de radicais
de DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloraca@-daroteno e inibicdo da peroxidacao
lipidica na presenca de substancias reativas dio dmbarbiturico (TBARS). A origem dos
radicais e 0 mecanismo de reagdo dos antioxidérfteslamental na escolha dos métodos para

a avaliacao da capacidade antioxidante (Prior. @08I5; Guimaraes et al. 2010).

Tabela 2. Atividade antioxidante (valores de ECmg/ml) e composicdo em compostos bioativos (frbig

EAG/g extrato, e flavonoides, mg EC/g extrato) diéerentes preparagfes de pau d’arco (valores médisD,
n=3).

Extrato Infuséo Comprimido  Xarope

Atividade captadora de DPPH 0,68+0,03c 16,68+0,58#%3+0,19b  0,30+0,05d
Poder redutor 0,27+0,01c 6,78+0,84a  3,45+0,03b #D)2BcC
Inibicdo descoloraca@-caroteno 0,23+0,04c 10,72+3,53a 3,37+0,83b  0,26+0,02c

Inibicdo TBARS 0,14+0,01c 1,60+£0,02b  1,87+0,02a ,02&0,00d

. 247,5048,93a 8,11+0,24d 14,54+0,90c 29,43+0,56b
Fenois

. 71,12+4,42a 1,67+0,02d 4,32+0,13¢c  9,31+0,12b
Flavonoides

A atividade antioxidante foi expressa como valadesEGo, 0 que significa que os valores mais elevados
correspondem a menor poder redutor ou potencimbaadnte. EAG e EC significam equivalentes de agjdlico

e catequina, respetivamente.sgEoncentracado de extrato correspondente a 50%uidade antioxidante ou
0,5 de absorbancia para o ensaio do poder redutmox: valores de E& 41,43 pug/ml (poder redutor), 41,68
png/ml (atividade captadora DPPH), 18,21 pg/ml (géib da descoloracéo flecaroteno) e 22,84 pg/ml (inibicdo
TBARS). Em cada linha, letras diferentes signifiadiferencas estatisticamente significativas0,05).
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A atividade captadora de radicais de DPPH foi magokarope (E€ = 0,30 mg/ml) e menor
na infusdo (E€ = 16,68 mg/ml) Tabela 2.
O DPPH é um radical de azoto estavel, esta dispbodmercialmente e tem uma cor roxa.
Neste método, os radicais de DPPH, que absorvel arh sdo, em parte, neutralizados pelos
compostos antioxidantes, resultando uma diminudigiabsorvancia do sistema reacional ao
referido comprimento de onda (Antolovich et al. 208marowicz et al. 2004; Guimaréaes et
al. 2010). Quando uma solucédo de DPPH (X) € midaucem uma substancia que pode ceder
um atomo de hidrogénio (AH), ocorre a seguintedeayie explica a perda da cor (Guimaraes
et al. 2010).

X+AH — XH+A

O xarope e o extrato metandlico apresentaram obBomes resultados para o poder redutor
(EGCso = 0,26 mg/ml e 0,27 mg/ml, respetivamefitabela 2. Mais uma vez, a infusao
apresentou o pior valor (€= 6,78 mg/ml).

Neste ensaio, foi medida a transformacédo do &&¢&*. Os antioxidantes presentes causam a
reducdo do F&/complexo ferricianeto (Feg€KsFe(CN)) a forma ferrosa (B&). Assim, em
funcdo do poder redutor das amostras, a coloragaoeta da solucéo sofre alteracdo entre os
tons de verde ou azul (Amarowicz et al. 2004; Gudea et al. 2010), o que pode ser medido
espectrofotometricamente a 700 nm. Para deternonpoder redutor (ciclo redox) das
substancias testadas, estas sdo postas em caacton determinado metal responséavel pela

producao de radicais livres e, em alguns casoa,rpgeneracao dos antioxidantes:

Fe’* — L + antioxidante —» Fe— L + antioxidante oxidado
Onde L € o ligante seletivo ndo ferroso cromogégie® produz a coloracéo (azul da prassia)
da espécie F&- L como resultado da reacéo redox em questZspécie oxidante é Fel ou

Fe(CN)* (quando se utiliza ferricianeto como reagente)irf@ues et al., 2010).

Tal como no ensaio do poder redutor, o extrato mdditao e o xarope revelaram maior
capacidade para inibir a descoloracdo (lecaroteno que pode ser medida por
espectrofotometria a 470 nm (&G 0,23 mg/ml e 0,26 mg/ml, respetivameritabela 2. A
infusédo continuou a demonstrar o menor potenciabadante (EGo = 10,72 mg/ml).
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Neste ensaio p-caroteno sofre uma descoloragéo rapida na auséacien antioxidante, uma
vez que o radical livre &cido linoleico ataca a éoala doB-caroteno, que perde as ligacdes
duplas e, consequentemente, perde a sua cor al@awmpracteristica. @-caroteno é
extremamente sensivel a oxidacdo mediada por radiw@s de acido linoleico (Gutierrez et
al. 2006; Guimaréaes et al. 2010). Os antioxidapedem dar atomos de hidrogénio para
eliminar os radicais e impedir a descoloracdo deteaoides:

-caroteno—H (laranja) + ROO—» -carotend(descolorado) + ROOH

B-caroteno—H (laranja) + RO@ AH — [-caroteno—H (laranja) + ROOH + A

Os antioxidantes podem neutralizar qualquer radlical que se formem no ambito do sistema
(p.e., o radical livre linoleato), inibindo a dekracéo dg-caroteno (Jayaprakasha et al. 2001;
Amarowicz et al. 2004; Guimaraes et al. 2010). issi absorcao diminuiu rapidamente nas
amostras desprovidas de antioxidantes, enquarmiesanca de um antioxidante, mantém a cor
mantendo, assim, a absor¢cao por um periodo maienueo.

No ensaio TBARS foi o xarope que originou melharidade (EGo= 0,02 mg/mlTabela 2),
enguanto que os comprimidos revelaram o pior pakantioxidante (E€ = 1,87 mg/ml).

Este ensaio mede o malonaldeido (MDA) formado &rpda oxidacdo de &cidos gordos
insaturados. A formacao de MDA a partir de acidmslgs com menos de trés duplas ligacdes
(p.e. o &cido linoleico) ocorre através da oxidag@mundaria de compostos carbonilicos (p.e.
non-2-enal) (Fernandez et al. 1997; Guimaraes .e2@l0). O MDA reage com o acido
tiobarbitdrico (TBA) para formar um pigmento rosaBARS), que é medido
espetrofotometricamente a 532 nm (Ng et al. 2000m@raes et al. 2010). A peroxidagao
lipidica, uma consequéncia gtwessoxidativo, esta associada a perda progressivagogal

da membrana aumentando, assim, a permeabilidatemidrana e, conduzindo, finalmente, a
morte celular. A formacao de TBARS em homogeneigatiocérebro € uma consequéncia da
peroxidacao lipidica. Portanto, os valoressg@@ais baixos Tabela 2 obtidos para o ensaio
de TBARS na presenca da planta estudada sdo nmaitoigsores. De facto, o cérebro é
considerado altamente sensivel aos danos oxidatines vez que, consome uma quantidade
significativa de oxigénio, é relativamente defiteerem defesas antioxidantes, é rico em

substratos oxidaveis como acidos gordos polinsddgra catecolaminas (Chong et al. 2005) e
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€ rico em ides de metais de transicdo como o fgeoalmente envolvidos em reacdes
catalisadas por metais que levam a formacéo deiespéativas de oxigénio (Ali et al. 2004).
A maior atividade antioxidante demonstrada peloagatmetandlico e pelo xarope de pau
d’arco em todos 0s ensaios, esta certamente retataocom o maior teor em fenodis e
flavonoides observado nestas amostras. A mesma@ncia pode ser observada entre as
menores concentracdes de fendis e flavonoidesulséim e a sua pior atividade antioxidante.
A atividade antioxidante de compostos fenolicosedsw principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caractedsteaempenham um papel importante na
neutralizacéo de radicais livres agindo tanto m@gaetde iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo. Os intermediarios formados ejao de antioxidantes fendlicos sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia doaaomatico presente na estrutura destas
substancias (Silva et al., 2007). Estudos realgadteriormente demonstram que o isolamento
de substancias que apresentam grupos hidroxildidesdma sua constituicdo, apresentam uma
elevada capacidade antioxidante (Maorong et aL3R0

4.1.2. Atividade antitumoral
O extrato metanodlico demonstrou efeito inibitérimbie 0 crescimento de diferentes linhas

celulares tumorais humanas (MCF-7, NCI-H460, HelldepG2), tendo sido mais eficaz na
linha celular de carcinoma do pulméao (NCI-H460506176,67 mg/ml) Tabela 3. As restantes
amostras testadas, infusdo, comprimidos e xarop@masentaram qualquer efeito nas linhas
celulares utilizadas.

Nenhuma das amostras apresentou toxicidade enaséléb-tumorais (culturas primarias de
células do figado, PLP2).
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Tabela 3.Avaliacdo da atividade antitumoral (valoresdsjig/ml) das diferentes preparacées de pau d’arco
(valores médiog SD, n = 3).

Atividade Antitumoral Extrato Infuséo Comprimidos Xarope Elipticina

MCF-7 (carcinoma de mama) 110,7645,33 >400 >400 >400 1,21+0,02
NCI-H460 (carcinoma de pulmao) 76.67%7,09 >400 >400 >400 1,03+0,09
HeLa (carcinoma cervical) 93,18+1,46 >400 >400 >400 0,91+0,11
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 83.61%6,61 >400 >400 >400 1,10£0,09

Hepatotoxicidade

PLP2(cultura primaria de células >400 >400 >400 >400 2,29+0,18
figado de porco)

A atividade antitumoralfoi expressa comwalores de Gb, 0 quesignifica que os valoremais elevados
correspondem menorpotencialantitumoral.Glso: Concentracade extratacorrespondente a 508 inibicdo do
crescimento das células

Estudos realizados, atribuem esta atividade antitaldo pau d"arco a presenca de quinonas

(lapachol g8-lapachona) na sua constituicdo, ja identificadasibr et al. 2007).

4.2. Composicao quimica

4.2.1. Macronutrientes, acucares livres e acidogamicos
Nos dias de hoje, os consumidores exigem infornggdais detalhadas sobre o valor

nutricional e ingredientes que constituem os alioenAlém disso, requerem novas
formulacdes consistentes com as mais recentes eectapdes em termos de saude. Assim,
além da composicdo em macronutrientes e microntgse habituais, parece também
importante fornecer informacdes sobre a compossgAacompostos bioativos e capacidade
antioxidante dos alimentos (Hassimetal, 2009).

Os macronutrientes (glicidos, proteinas e lipid@®) maioritarios na dieta de um individuo,
fornecendo energia e nutrientes essenciais nemEsssar crescimento e sobrevivéncia. Os
micronutrientes (nomeadamente vitaminas ou minesais necessarios em quantidades muito
pequenas para orquestrar um conjunto de funcdekfgas, mas ndo podem ser produzidos

pelo préprio organismo. Os ndo-nutrientes ativosnfoostos quimicos encontrados em certos
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alimentos que ndo sdo essenciais as funcbes doigrgga mas melhoram a saude tendo um
papel ativo ou protetor) sdo também, juntamente @®mutrientes, muito importantes na dieta
humana.

Na analise nutricional, determinaram-se proteili@isios, cinzas e glicidos, e identificaram-se
os perfis individuais de agucares e &cidos gordosagnicas cromatogréficas.

Identificaram-se os perfis individuais de acUca& e acidos gordos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um detetor de indiceeflacdo (HPLC-RI) e cromatografia gasosa
acoplada a um detetor de ionizacao de chama (G{-fFdEpetivamente.

Os macronutrientes mais abundantes foram os ghc{d@@,949/100g), que contribuem
significativamente para o valor energético (39%&4l/100g) determinadd &bela 4).

Na analise dos acucares livres foram detetadossiuglucose e sacarose, sendo a glucose o
acucar mais abundantgabela 4.

Foram também identificados cinco acidos organidtesahtes (acido oxalico, acido malico,
acido citrico, acido sucinico e acido fumaricojydeo acido oxalico o mais abundante (0,21
g/100 g, Tabela 4. O &cido malico e o acido fumarico foram encaldg apenas em

guantidades vestigiais.

Tabela 4.Composicao em macronutrientes (g/100 g), valorggrieo (kcal/100 g), acUcares (g/100 g) e acidos
orgéanicos (g/100 g) da amostra de pau d'arco (galorédios + SD, n = 3).

Macronutrientes Acucares livres Acidos organicos
Cinzas 9,79+0,38 Frutose 0,25+0,01 Acido oxalico 2180,01
Proteinas 5,94+0,02 Glucose 0,53+0,04 Acido malico %
Lipidos 6,33+0,01 Sacarose 0,10+0,01 Acido citrico 0,11+0,02
Glicidos 77,94+0,26 Total 0,8840,04 Acido succinico  0,15+0,02
Energia 392,50+1,09 Acido fumérico v

Total 0,47+0,05

V- vestigios; valores expressos numa base de reasaa

4.2.2.Acidos gordos e tocoferois
Foram identificados vinte e um acidos gordos, semdeido oleico (C18:1n9; acido gordo

monoinsaturado), o &cido palmitico (C16:0), o &cidwleico (C18:2n6; acido gordo

polinsaturado) e o &cido linolénico (C18:3n3; aaydodo polinsaturado) os que apresentaram
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maior expressividadeTabela 5. Os acidos gordos insaturados (MUFA + PUFA; 5229
predominaram sobre os 4cidos gordos saturados3(4y.,6

Foram também identificados e quantificados dua®risas de tocoferdisuf ey) sendo que

houve maior expressividade deocoferol.

Tabela 5.Composigao em acidos gordos (percentagens relpéivasoferdis (mg/100 g) da amostra de pau d'arco
(valores médios +SD, n = 3).

Acidos gordos Acidos gordos

C4:0 2,31+0,28 C18:1n9 32,51+0,32
C6:0 0,99+0,01 C18:2n6 11,00+0,02
C8:0 0,79+0,01 C18:3n3 9,40+0,06
C10:0 1,76+0,04 C20:0 2,34+0,09
C12:0 1,23+0,03 C20:1 0,87+0,09
C13:0 0,05+0,00 C20:3n3+C21:0 0,45+0,04
C14:0 3,35+0,02 C22:0 1,52+0,14
C15:0 0,93+0,01 C23:0 0,91+0,01
C16:0 17,86+0,16 C24:0 1,9740,17
Cle:1 0,12+0,03 SFA 47,68+0,16
C17:.0 2,28+0,13 MUFA 33,49+0,01
c18:0 7,38+0,13 PUFA 18,83+0,18
Tocoferois

a-Tocoferol 2,07+0,17

y-Tocoferol 0,24+0,01

Total 2,31+0,17

Acido butirico (C4:0); acido caprdico (C6:0), acicaprilico (C8:0), acido caprico (C10:0), acidoriéa (C12:0),
acido tridecandico (C13:0); &cido miristico (C14#ido pentadecandico (C15:0), acido palmiticas(Q), acido
palmitoleico (C16:1), acido heptadecanodico (C17&ido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1n@jda
linoleico (C18:2n6), &cida-linolénico (C18:3n3), acido araquidico (C20:0)jdaaicosendico (C20:1), acido 17-
eicosatriendico e acido heneicosandico (C20:3n2%:@), acido beénico (C22:0), acido tricosanéic230),
acido lignocérico (C24:0). SFA- Acidos gordos saties; MUFA- Acidos gordos monoinsaturados; PUFA-

Acidos gordos polinsaturados. Valores de tocofesgessos numa base de massa seca.

Vitamina E é um termo muito usado para designar famdlia de compostos quimicamente
relacionados, ou seja, tocoferdis e tocotriendie compartilham uma estrutura comum. A
vitamina E € composta por oito compostos quimiess-, y- e 6- tocoferdis e quatro

tocotriendis correspondentes. E um antioxidanteuraht importante nos alimentos,
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especialmente nos ricos em acidos gordos poliresddar Devido ao seu papel como agente
captador de radicais livres, a vitamina E protegeoopo humano contra anomalias
degenerativas, e principalmente em caso de cabem,como em doencas cardiovasculares
(Ferreira et al. 2009).

A vitamina E reage com os radicais peroxilo prodogia partir de acidos gordos polinsaturados
dos fosfolipidos da membrana ou lipoproteinas parduzir um hidroperoéxido lipidico estavel.
Agem como antioxidantes, dando um atomo de hidioggs radicais peroxilo das moléculas
de lipidos insaturados, formando um radical hidroxiéo e tocoferoxilo, que reage com outros

radicais formando ligacdes estaveis (Ferreira. 2Ql9).

LH + Oxidante iniciador =—————— |
L'+ = | OO

LOO + Tocoferol =—————p LOOH + Toeobt

Esta vitamina desempenha um papel relevante ainivatelular uma vez que, quando presente
em baixas concentracdes, se verifica um aument@agitidade da membrana e da suscetibilidade
ao ataque de radicais livres, o que torna a vitargium dos mais importantes antioxidantes. As
suas isoformas estédo, ainda, envolvidas em prazassietumorais a nivel dos tecidos (Nesaretnam
et al, 1995).

O a-tocoferol é o vitAmero que apresenta maior atdedbiol6gica, sendo um eficaz captador de

radicais livres.
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5. Conclusoes

A realizacéo deste trabalho permitiu fazer a agab da bioatividade da casca de pau d’arco
(extrato metandlico e infusdo) e de duas formulagiierentes também a base de extratos da
casca da mesma espécie (comprimido e xarope).

A atividade antioxidante foi avaliada em ensamogtro de determinacao de efeitos captadores
de radicais livres, poder redutor e inibicdo daopielacdo lipidica em homogeneizados
cerebrais. A atividade antitumoral (capacidadend®géo de crescimento celular) foi avaliada
em quatro linhas celulares: MCF-7, NCI-H460, HelldepG2. A citotoxicidade foi avaliada
utilizando uma cultura primaria de células de fdd porco (HepG2). Foi ainda caracterizada
guimicamente a amostra de casca de pau d'arco guélise dos macronutrientes, valor
energético e determinacdo cromatografica de acgicamdos organicos, acidos gordos e
tocoferais.

A atividade captadora de radicais de DPPH foi miagoxarope e menor na infusdo. O xarope
e o0 extrato metandlico apresentaram os melhoreftades de poder redutor e de capacidade
de inibicdo da descoloracao gl@aroteno, podendo estes resultados estar rel@csmcam um
com o galhato de propilo (éster de acido galicdjzato como conservante no xarope. A
infusdo continuou a demonstrar 0 menor potenciaxddante.

No ensaio TBARS foi 0 xarope que originou melharidade (EC50 = 0,02 mg/mTabela 2,
enguanto os comprimidos revelaram o pior poteraciibxidante (E6 = 1,87 mg/ml).

O extrato metandlico revelou efeito inibitorio sela linha celular de carcinoma do pulméo
(NCI-H460). As restantes amostras testadas (infus@oprimidos e xarope) nao apresentaram
gualquer efeito nas linhas celulares utilizadasniidena das amostras apresentou toxicidade em
células ndo-tumorais (PLP2).

Os macronutrientes mais abundantes foram os gicgiee contribuem significativamente para
o valor energético determinado. Na anélise dosaagédivres foram detetados frutose, glucose
e sacarose, sendo a glucose o agucar mais aburfgarsie também identificados cinco &cidos
organicos diferentes (&cidos oxalico, malico, odirisucinico e fumérico), sendo o &cido
oxalico o mais abundante. Os &cidos malico e fuwnaforam encontrados apenas em
guantidades vestigiais. Foram identificados vintereacidos gordos, sendo os acidos oleico

palmitico, linoleico e linolénico os que apreseatamaior expressividade. Os acidos gordos
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insaturados (monoinsaturados + polinsaturados) opnethram sobre os acidos gordos
saturados. Foram também identificados e quantificade y-tocoferdis.

Em suma, confirma-se o interesse do pau d afetdbuia impetigoaenquanto espécie
utilizada na medicina alternativa, visto que nestedo se demonstrou que tem possibilidades
para ser utilizado com diferentes finalidades, emaprovou o seu potencial antioxidante e

antitumoral.
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