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RESUMO:

As cascas de Calliandra fernandesii (Fabaceae), comumente conhecidas como caroba ou
carobinha, sao utilizadas em uma preparacao popular chamada de “garrafada de carobinha’. A
qual é composta por cinco plantas e vem sendo utilizada como um tratamento alternativo e
complementar para pacientes renais cronicos submetidos a tratamento por hemodilise.
Porém, em estudos prévios esta preparacdo mostrou um potencial mutagénico e citotoxico.
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo analisar a constituicdo fitoquimica e avaliar o
potencial antioxidante e antiproliferativo do extrato aquoso das cascas de C. fernandesii. A
analise fitoquimica foi estudada por ensaios colorimétricos qualitativos além de doseamentos
de compostos fendlicos e flavonoides totais. A atividade antioxidante do extrato aquoso das
cascas de C. fernandesii foi avaliada frente ao radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) tendo como padré&o quercetina (ICso = 18,22 + 2,22 pg/mL). Para avaliar a atividade
antiproliferativa utilizou-se o método da sulforrodamina B (SRB) frente as linhagens de
adenocarcinoma de colén (HT-29), carcinoma de mama (MCF-7), célula tumoral geral (KB),
glioblastoma humano (U-251) e fibroblasto (NHI-3T3), o padréo utilizado foi o etoposideo. A
andlise fitoquimica determinou a presenca de flavonoides e saponinas. Além disso, apresentou
teores de fenolicos totais 146,82 + 0,49 mg/g EAG e 3,52 £0,14 mg/g EQ de flavonoides
totais. O potencial antioxidante do extrato bruto de C. fernandesii apresentou I1Cso= 125,54 +
4,07 ug/mL. Além disso, o extrato aquoso apresentou efeito antiproliferativo em quatro das
cinco linhagens celulares, sendo mais ativo contra a linhagem celular HT-29.
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INTRODUCAO:

As plantas sdo mundialmente empregadas na medicina popular para a producdo de
medicamentos e o tratamento farmacolégico de inimeras patologias tiveram seu inicio com a
utilizacdo de plantas medicinais, desde o inicio da antiguidade, sendo utilizadas e pesquisadas
até hoje (PINTO et al, 2002). Devido ao elevado custo dos medicamentos, as plantas estdo
sendo cada vez mais empregadas na medicina tradicional, tendo seus constituintes biolégicos
analisados cientificamente, obtendo assim a comprovacdo de sua eficicia e seguranca para
utilizacdo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Friedrich Serturner, em 1806, foi um pioneiro
quando isolou o alcaloide morfina da papoula, o qual levou a uma busca continua para outros
medicamentos derivados de plantas. Em 1824, Pierre-Jean Robigue obteve a codeina, um
agente antitussigeno também da papoula, e George Merck Fraz isolou a papaverina um
alcaldide antiespasmddico a partir desta mesma planta em 1848 (DUTRA et al 2016). Estima-
se que metade das espécies nativas tenha alguma propriedade medicinal, sabe-se que nem 1%
é estudado adequadamente (MESSIAS et al., 2015). Com isso, evidencia-se que a composi¢do
quimica de algumas plantas ainda € desconhecida, representando um importante potencial a
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ser explorado (CECILIO et al., 2012). O género Calliandra é caracterizado por apresentar
atividade analgésica, laxante, antitussigena, anticonvulsivante, antimicrobiana e anti-
helmintica, além da indicacdo para o tratamento de cefaleia, doencas sexualmente
transmissiveis e infeccbes oftdlmicas (AGUNU et al, 2005). Além disso, 0 extrato das raizes
de Calliandra portoricensis apresentou atividade antioxidante, efeitos antiangiogénico e
antiproliferativo contra as células de cancer de prostata (ADARAMOYE et al 2015), sendo
que o extrato com as folhas séo relatados por apresentar acao antitlcera e antiinflamatéria Um
exemplo de uso empirico utilizado na cultura popular é a Calliandra fernandesii pertencente a
familia Fabaceae, uma espécie nativa do Brasil e que apresenta florescimento exuberante de
coloracdo branca, rosa ou vermelho. Essa espécie é utilizada isoladamente como planta
ornamental, cerca-viva, ou como alimento para animais em algumas regides. (LORENZI;
SOUZA 2001). Contudo, Calliandra fernandesii vem sendo utilizada pela populagdo na
regido nordeste em garrafadas produzidas artesanalmente juntamente com outras plantas para
0 uso em pacientes renais crénicos, que fazem o tratamento com hemodiélise (CAMPELO
2016). Nesse sentido, C. fernandesii, € uma espécie de uso popular, com poucos estudos
cientificos. A vista disso, buscou-se com este trabalho caracterizar o perfil fitoquimico e
avaliar atividade antioxidante e citotdxica do extrato bruto aquoso das cascas de Calliandra
fernandesii.

METODOLOGIA:
Material vegetal: As cascas de C. fernandesii foram obtidas no Estado do Piaui no herbario
da Universidade Federal do Piaui — UFPI.

Preparacdo das amostras: Para obtencdo do extrato as cascas de C. fernandesii foram
submetidas a0 método de extracdo por decocgdo durante 15 minutos. Para este processo
utilizou-se a relacdo de 1:10 (planta/solvente). O decocto foi filtrado, congelado e submetido
a liofilizacéo sob temperatura de -40°C.

Analise fitoquimica: Os testes para deteccdo dos constituintes do metabolismo secundario
das cascas de C. fernandesii foram realizados através de reacdes gerais: alcalGides
(precipitacdo com reagentes de Bertrand, de Bouchardat, de Dragendorff e de Mayer),
antraquinonas (reacdo de Borntraeger), cumarinas (KOH / UV 365 nm), flavonoides (Reacao
da cianidina), saponinas (indice de espuma) e taninos (precipitacdo com solucdo de gelatina)
seguindo a técnica descrita por Falkenberg, Santos e Simdes (2007). Para a confirmacdo dos
resultados qualitativos, foi realizada uma analise cromatografica utilizando sistemas eluentes
e reveladores especificos propostos por Wagner e Bladt (1996).

Determinacdo de compostos fendlicos: Uma curva de calibracdo foi preparada com 1 mL
das solucdes de acido galico em etanol nas concentracdes de 0,015 a 0,105 mg/mL misturadas
com reagente Folin-Ciocalteu e carbonato de sodio (SINGLETON; ROSSI, 1965). Apos 1h as
amostras foram lidas na absorbancia em 765 nm. (MILIAUSKAS et al., 2004). Os testes
foram realizados em triplicada e o valor total de compostos fenolicos € expresso em mg
equivalentes de acido galico (EAG) por grama de extrato.

Determinacdo de flavonoides totais: A quantificacdo de flavonoides foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Woisky e Salatino (1998) que utiliza a solucdo de cloreto de
aluminio a 2,5% como agente cromogénico. A técnica baseia-se na formacgdo de complexos
estaveis entre o cation aluminio e os flavonoides presentes na amostra. O teor de flavonoides
sera calculado através da equacdo da reta obtida na curva de calibracdo de quercetina. A curva
sera construida da mesma maneira que as amostras testadas, nas concentracdes de 0,002 até
0,008 mg/mL. O valor obtido através da substituicdo da absorvancia do teste na curva sera
convertido para expressar o resultado em flavonoides equivalentes de quercetina por grama de
extrato liofilizado.
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Avaliacdo da capacidade antioxidante por DPPH: O extrato bruto foi pesado e diluido em
metanol para a obtencdo das concentragfes 25-300 pug/mL. Apos, 2,5 mL da amostra foi
transferida para a cubeta de 3,5 mL e adicionado 1 mL da solu¢do de DPPH na concentracédo
de 0,2 mg/mL.O controle negativo, consiste na amostra sem o DPPH, e o controle positivo,
consiste em 1 mL de DPPH diluido em 2,5 mL de metanol. O padrdo, utilizado € a
quercetina. Apo6s 30 minutos, serd medido a absorvancia em espectrofotdmetro no
comprimento de ondas de 518 nm (Mensor et al., 2001). Todos os testes serdo feitos em
triplicata e a porcentagem de inibicdo de DPPH, que diz respeito a atividade antioxidante, foi
calculada pela seguinte formula:
% de Inibicdo de DPPH = [(AbScontrole(+) = AbSamostra) X 100] / AbScontrote(+)

Avaliacdo da atividade antiproliferativa: Para avaliar a atividade antiproliferativa utilizou-
se 0 método da sulforrodamina B (SRB) frente as linhagens de adenocarcinoma de colén (HT-
29), carcinoma de mama (MCF-7), célula tumoral geral (KB), glioblastoma humano (U-251)
e fibroblasto (NHI-3T3), o padrdo utilizado foi o etoposideo (Skehan et al, 1990).

RESULTADO E DISCUSSAO

A partir da analise qualitativa do screening fitoquimico preliminar, sugere-se a
presenca de flavonoides e saponinas para Calliandra fernandesii (carobinha). Silva et al.
(2005) em seu estudo citou o isolamento de uma saponina chamada pulcherrimasaponina das
folhas de Calliandra pulcherrima. Chan et al (2013) citou em seu trabalho o isolamento dos
flavonoides canferol e a quercetina de Calliandra tergemina.

Através da andlise quantitativa e avaliacdo antioxidante (Tabela 1), observou-se um
moderado teor de compostos fendlicos e flavondides para o extrato aquoso de C. fernandesii.
O estudo de Detoni et. al (2011) corrobora os resultados encontrados, pois foram citados em
seu estudo valores de 100 — 200 mg/g EAG/g de compostos fendlicos para a espécie de
mesmo género Calliandra brevipes.

Tabela 1: Resultados das analises quantitativas das cascas de C. fernandesii.
Doseamentos e DPPH

Flavonoides totais 3,52 £0,14
Fendlicos totais 146,82 + 0,49
DPPH 125,54 + 4,07

Segundo Degaspari e Waszczynskyj (2004) muitas plantas utilizadas na medicina
popular possuem uma ampla variedade de compostos fendlicos em sua constituicdo e sabe-se
gue estes compostos atuam na eliminacao dos radicais livres. Desse modo, o estudo de Saha e
Verma (2015) relata que quanto maiores o teor de compostos fenolicos, maior seré o potencial
antioxidante. Um exemplo disto € uma planta Hymenaea courbaril que possui um alto teor de
compostos fendlicos (516,89 + 2,63 EAG/g) consequentemente apresenta um elevado
potencial antioxidante (ICso= 33,97 £+ 0,55 pg/mL) (Vencato et al. 2016). O extrato aquoso de
C. fernandesii apresentou um moderado potencial antioxidante (I1Cs50=125,54 + 4,07 pg/mL)
quando comparado com o padrdo rutina (ICso =22, 62 + 1,0 pg/mL). Trabalhos como o de
Siemuri, Akintunde e Salemcity (2015) e o de Adaramoye et. al (2015) relatam atividade
antioxidante in vitro com extrato metandlico das cascas de Calliandra portoricensis, outra
espécie do mesmo género.

Atraves da avaliacdo antiproliferativa (Tabela 2) verificou-se atividade citotoxica
contra quatro das cinco linhagens celulares, sendo que o maior potencial foi frente a linhagem
celular de adenocarcinoma de colon (HT — 29).

Tabela 2: Atividade antiproliferativa de C. fernandesii frente a linhagens celulares
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ICso (média + SD; n = 6)
Tratamento (pug/mL)

Cell Line Caroba Etoposide
HT-29 58.6 +9.4 1.2+0.1
MCF-7 OR 35+0.5
U251 73524 1.5+£0.05
KB 95.3+3.6 83+13
NHI-3T3 62.7 +10.1 20.3+ 2.8

Adaramoye et. al (2015) observou efeitos antioxidantes e antiproliferativos frente
as linhagens celulares de cancer de prostata para uma espécie do mesmo género Calliandra
portoricensis. Procopio et. al (2017) em seu trabalho descreve o isolamento de uma lectina
termo-estavel com potencial biotecnolégico como citotdxico, antibidtico e agente antifingico
para as folhas de Calliandra surinamensis

O potencial citotoxico observado pode estar relacionado com a presenca de
saponinas em nosso extrato, pois as saponinas mostram diversos efeitos biolégicos, incluindo
antitumoral, antiinflamatdrios, antidiabéticos e funcdes antiflngicas. Korchowiec et. al (2015)
atribui como principal propriedade das saponinas a atividade antiproliferativa que elas
exercem. Wang et. al (2017) relatara, em seu estudo ensaios de viabilidade celular com
saponinas, ao qual demonstraram atividade antiproliferativa contra trés linhagens celulares de
tumor. Da mesma forma, Wu et. al (2015) citaram em seu trabalho a atividade citotdxica para
saponinas isoladas do extrato de Camellia oleifera.

CONSIDERACOES FINAIS:

Através da analise do screening fitogquimico observou-se a presenca de flavonoides
e saponinas nas cascas de Calliandra fernandesii. A capacidade antioxidante avaliada frente
ao radical livre DPPH apresentou um moderado 1Cs50=125,54 + 4,07 pg/mL, que
provavelmente esté relacionado aos teores de compostos fendlicos encontrados neste extrato.
Além disso, 0 extrato aquoso apresentou efeito antiproliferativo em quatro das cinco
linhagens celulares, sendo mais ativo contra a linhagem celular HT-29.
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