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RESUMO: A Pseudoxandra cuspidata Maas (Annonaceae Juss.), conhecida como Lamuci, é uma drvore de médio porte. Esta planta
é empregada no Amapd para o tratamento de micoses superficiais e na Guiana Francesa é utilizada como antimaldrico. O
presente trabalho avaliou o perfil fitoquimico de P. cuspidata, toxicidade (ensaio de letalidade com Artemia salina Leach) e a
atividade antibidtica do extrato pelo método de Kirby-Bauver modificado. Os resultados demonstraram que o extrato bruto
etandlico apresenta média toxicidade (CL,,= 605, 92 g/mL), além de ter a presenga de alcaloides, compostos fenélicos e dcidos
orgdnicos, sendo o primeiro o possivel responsdvel por essa toxicidade e o Ultimo sendo responsével pela provével atividade
antifingica; porém no teste antibacteriano ndo houve inibi¢cdo frente as cepas de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli nas concentragdes testadas.
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ABSTRACT: The Pseudoxandra cuspidata Maas (Annonaceae Juss.), known as Lamuci, is a medium sized tree, and its occurrence is
mainly in the Amapd, where it is used for the treatment of superficial mycoses and in French Guiana is used as an antimalarial. This
study evaluated the phytochemical profile of P. cuspidata, toxicity (lethality assay with Artemia salina Leach) and antibiotic activity of
the extract by the method of modified Kirby-Bauer. The results demonstrated that the extract crude ethanol has an average toxicity
(CL,, = 605, 92 ug/mlL), in addition to the presence of alkaloids, composed phenolic and organic acids, with the first possible
responsible for this toxicity and the latter being responsible for the antifungal activity likely; but the antibacterial test did not inhibit
opposite strains of Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli in the tested concentrations. The fundamental
presence of alkaloids shows the main action P. cuspidata in the treatment of superficial mycoses, however, no inhibition front the

bacteria tested could be related to the concentration of extract used in the test, thus suggesting the use of other concentrations.

Keywords: Pseudoxandra cuspidata, Natural Products, Phytochemical Study, Alkaloids.

1. Introdugéio

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saidde, a
pesquisa de plantas medicinais é de grande beneficio, haja
visto, que incentiva a descoberta de medicamentos
fitoterdpicos aliados aos seus diversos beneficios, além de
evidenciar os riscos que podem causar. Além disso, mais de
65% da populagdo mundial utiliza principalmente as plantas
no tratamento de diversos transtornos (CARELLl, 2011;
SANTOS et al., 2011).

O emprego de plantas medicinais na recuperagdo da
saide tem evoluido, desde as formas mais simples de
tratamento local, provavelmente utilizada pelo homem das
cavernas, até as formas tecnologicamente sofisticadas da
fabricacdo industrial utilizada pelo homem moderno. Porém,
entre essas duas maneiras de uso, hd um fato comum: a
presenca nas plantas da existéncia de algo que, administrado
sob a forma de mistura complexa como chds, garrafadas,
tinturas, pds, ou ainda como substdncia pura isolada, e sendo
transformadas em substdncias semi-sélidas (pomadas), sélidas
(comprimidos e cdpsulas) e liquidas (xaropes), tém a
propriedade de provocar reagdes benéficas no organismo,
resultando na recuperagdo da saide. Este “algo” atuante é o
que se chama de principio ativo, o qual é aquele que possui
acdo terapéutica, seja ele constituido de uma Unica ou um
conjunto de substdncias que atuam sinergicamente, chamado
de complexo fitoterdpico (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA,
2006; LORENZI; MATOS, 2008).

A intensa pesquisa da atividade de metabdlitos

secunddrios de plantas medicinais tem se tornado uma
alternativa no controle de patégenos com potencial ecolégico
para substituir o emprego de produtos sintéticos, por meio da
utilizagdo do extrato bruto e déleo essencial, uma vez que
apresentam, em sua composicdo, substéncias com
propriedades farmacolégicas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
VENTUROSO et al., 2011). Esses compostos possuem como
vantagens: de causarem menos efeitos adversos, de menores
custos, de fécil acesso para a populagdo, e dependendo de
uma patologia suas agdes podem ser superiores co produto
sintético (VENTUROSO et al., 2011).

A familia Annonaceae apresenta de 2.300 a 2.500
espécies (SILVA, et al., 2009; FORMAGIO, et al., 2010) de
distribuicdo quase inteiramente tropical sendo os géneros em
regides da América, Africa e Asia (ROCHA; LUZ; RODRIGUES,
1981). As espécies decorrentes dessa familia sdo utilizadas
como frutiferas, na cosmetologia, perfumaria e constru¢des em
geral (TRIGO, 2007).

A Pseudoxandra cuspidata (Maas), conhecida como Lamuci é
pertencente & familia Annonaceae Juss. O Lamuci é
frequentemente encontrado no Estado do Amapd (TRIGO,
2007), onde a populagdo utiliza para o tratamento de micoses
superficiais (ALMEIDA, 2009), vulgarmente conhecidas como
“impinges” e como antimaldrico pelas comunidades da Guiana
Francesa (ROUMY, 2006).

A espécie P. cuspidata apresenta poucos relatos na literatura
a cerca de estudo sobre a sua constituicdo quimica e atividade
biolégica. Uma dessas atividades bioldgicas de interesse
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é a atuagdo como antimaldrica, onde a mesma é comprovada
pelo estudo de Roumy et al. (2006), onde essa atividade foi
devida a presenga de alcaloides de P.cuspidata, evidenciando
dessa forma ainda que a referida espécie possui uma
atividade moderada frente ao Plasmodium falciparum em
testes in vitro (BERTANI et al. 2005). Sendo assim, com o
interesse em se confirmar ou ndo o conhecimento da medicina
popular, as plantas medicinais tém tido seu valor terapéutico
pesquisado mais intensamente pela ciéncia. Além disso, o
Lamuci tem estudos escassos, necessitando assim de mais
pesquisas acerca de seu potencial biolégico. Sendo assim, a
pesquisa objetivou o estudo fitoquimico, atividade citotéxica
frente & Artemia salina e atividade microbiolégica frente as
cepas de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli de P. cuspidata.

2. Material e Métodos

Material Vegetal

As cascas do caule de P. cuspidata (Lamuci) Mass, foram
coletadas no municipio de Pedra Branca do Amapari — AP. A
identificagdo botdnica foi realizada pela Dra. Wegliane
Campelo da Silva Aparicio, no Herbdrio da Universidade
Federal do Amapd (HUFAP) e depositada com a numeragdo
458.

Preparo, secagem do material vegetal e obtencdo do extrato
bruto etandlico

O material vegetal foi seco em estufa com desumidificador
d, aproximadamente, 45 °C por trés dias e moido em moinho
de facas. Apds o processo de secagem e moagem foi obtido o
p6 das cascas do caule de P. cuspidata. Parte do pé (121,72 g)
foi submetida & extragéio a quente sob refluxo com 750 mL de
etanol, sendo este procedimento de extragéio repetido por
mais duas vezes com o mesmo material vegetal para chegar
ao esgotamento, seguido de filtracdio e concentragdo em
evaporador rotativo, para obtengdo do extrato bruto
etandlico.

Andlise Fitoquimica Preliminar

Essas andlises visaram o conhecimento de possiveis
metabdlitos secunddrios presentes no extrato bruto etandlico.
Na prospecgéio fitoquimica pesquisou-se a presenca de
metabdlitos secunddrios de acordo com metodologia descrita
na literatura (MATOS, 1977). Para a pesquisa de dcidos
orgédnicos, utilizou-se os reagentes Pascova A e Pascova B, j&
para a andlise de compostos orgdnicos utilizou-se o cloreto
férrico como reagente.

Ensaio Antimicrobiano
Microrganismos
Foram utilizados trés microrganismos incluindo cepas de Gram
— positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram —
negativas: Klebsiella pneumoniae (ATCC13883) e Escherichia
coli (ATCC 25922). Os microrganismos testados foram obtidos
no Laboratério Central do Amapé (LACEN).
Teste de resisténcia das linhagens microbianas aos extratos

Para avaliar a sensibilidade e resisténcia dos
microrganismos ao extrato de P. cuspidata foi utilizado o
método de Kirby-Bauer modificado, feita por difuséio em
discos de papel (CHARLES, 2009). O extrato foi impregnado

em discos de papel filiro estéreis que foram diluidos em
metanol nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL, com
consequente evaporacdo do solvente em 8h. Como controles
foram utilizados os antibidticos padrdes, como controle
positivo. Os discos de antibidticos comerciais, usados como
controles de qualidade frente aos microrganismos, foram
selecionados por terem importante indicagdo clinica, além de
seguir as recomendag¢des do Clinical and Laboratory
Standards Institute, pois possuem limites aceitdveis para estas
cepas controle e tém a finalidade de monitorar a acurdcia do
teste de difusdo do disco (CARELLI, 2011).

Apds estes procedimentos, os discos de papel filtro foram
colocados nas placas. As placas foram mantidas em estufa
bacteriolégica a 37 °C, por 24 horas, sendo que a possivel
atividade antimicrobiana foi determinada com a medida do
halo de inibicdo do crescimento.

Toxicidade em Artemia salina Leach

Foi realizado um ensaio em triplicata afim de verificar a
relacdo dose-resposta. Utilizou-se como grupo controle uma
dgua artificial do mar e o grupo teste continha um nimero de
dez larvas de Artemia salina Leach, sendo que as mesmas
foram transferidas para tubos de ensaios contendo dgua
artificial do mar e o extrato bruto etandlico, em seis diferentes
concentragdes (50, 100, 250, 500, 750 e 1000 pg,/mL), sendo
que o volume final de 1 mL foi completado com dgua artificial
do mar e em seguida prosseguiu-se com a incubagdo. A
contagem dos animais mortos e vivos foi realizada apds 24 h,
sendo determinada ainda a CL,,, que avalia a concentragdo
que é capaz de matar 50% dos animais expostos. Para isso,
utilizou-se o software BioEstat® 5.0 como andlise para
obtengéio das CL,, e respectivos intervalos de confianga (AYRES
2003; SILVA FILHO, 2009).

3. Resultados e Discussdo

No presente trabalho, a abordagem fitoquimica do extrato
bruto etandlico obtido das cascas do caule de P. cuspidata
revelou a presenca de dcidos orgénicos, alcaloides e
compostos fendlicos (Tabela 1). O extrato apresentou média
toxicidade para Arfemia salina L. CL,, = 605,92 [lg/mL
(Tabela 2) e para a atividade antibacteriana as cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae
(ATCC13883) e Escherichia coli (ATCC 25922) ndo se observou
halo inibigdo em nenhuma das concentragdes utilizadas, que
foram de 25,50 e 100 mg/mL de extrato bruto (Tabela 3).

Tabela 1. Andlises Fitoquimicas Preliminares. / Table 1. Preliminary phytochemical
analysis.

Classes de Metabélitos

Alcaloides +
AgUcares Redutores -
Polissacarideos -
Fendis e Taninos +
Taninos -
Saponinas Espumidicas -
Antraquinonas -
Flavonoéides -
Acidos Orgaénicos +
Depsideos e Depsidonas -
Esterdides e Triterpendides -
Resinas -

Ocorréncia

Parémetros: Presente (+); Ausente (-)
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Tabela 2. Atividade téxica de Artemia salina L. do extrato bruto etandlico de P.
cuspidata. / Table 2. Artemia salina L. toxic activity of the crude extract ethanol
P. cuspidata.

Concentragéo [ig/mlL % de vivos CLso pg/MI
50 93
100 83
250 77 605,92
500 60
750 43
1000 16

Tabela 3. Resultados da Atividade Antibacteriana. / Table 3. Results of
Antibacterial Activity.

Microorganismo 25 50 100 (mg/ml)

S. aureus R R R
K. pneumoniae R R R

E. coli R R R
Legenda: Resistente (R)

Na abordagem fitoquimica, apresentaram resultados
positivos na identificagdo de alcaloides totais das cascas do
caule de P. cuspidata, ndo sendo realizado teste para as classes
especificas deste metabdlito. Esse metabdlito secunddrio tem
diversas propriedades biolégicas, entre elas estdo
antibacteriana, antifingica, antiplasmédica (SILVA et al., 2007;
HENRIQUE; NUNOMURA; POHLIT, 2010), antitumoral
(FIGUEIREDO, et al. 2010), a presenca desta classe de
composto justifica, em parte, o uso pela medicina tradicional do
Amapd e Guiana Francesa.

Ainda sobre atividades dos alcaloides, um dos mecanismos
de agdo desta classe de compostos pode estd correlacionada
com a capacidade dos alcaloides de desestabilizar as
membranas bioldgicas justificando sua atividade fingica
(SIMOES, 2010). Alcaloides que apresentam atividade
antitumoral inibem a sintese de DNA e RNA e proteinas,
provavelmente, por intercalagdo na dupla hélice do DNA e por
ligagéio com dcidos nucléicos. Os alcaloides diméricos de
Catharanthus (vincristina e vinblastina) sdo usados na terapia de
vdrias doengas neopldsicas, causando parada da divisdo
celular durante a metdfase devido a sua ligagdo especifica com
a tubuling, inibindo a polimerizagdo (SIMOES, 2010).
Investigagdes mais apuradas para se verificar a classe
especifica dos alcaloides presente na espécie vegetal e a busca
do isolamento do principio ativo se faz necessdrio para se
comprovar seu mecanismo de agdo.

Através da reacdo de Pascova A e Pascova B houve
descoloragdio do reativo o que indicou a presenca de dcidos
orgdnicos, sendo que o mesmo apresenta atividades
antissépticas e antifingicas (BROOKS et al., 2012). Os é&cidos
orgdnicos sdo largamente utilizados indUstria alimenticia como
aditivos, agentes de processamento, sendo esse Ultimo, os
mesmos sdo adicionados para controlar a alcalinidade de
produtos podendo agir como substéincia tampdo ou ainda como
agente neutralizante. Outra caracteristica dessas substéincias é
a sua agdo como conservantes, podendo atuar desde agentes
antimicrobiais até antioxidantes (FIORUCCI, 2002), onde
algumas dessas atividades sdo relatadas pela populagcdo que
utiliza esta espécie vegetal.

Através da adicdo de cloreto férrico houve coloracdo preta,
indicando a presenca de compostos fendlicos, onde estes
contribuem para o sabor, odor e coloragdo de diversos vegetais,
sendo muitos desses economicamente importantes pela
utilizagéio como flavorizantes e corantes de bebidas e alimentos
(MANFREDINI, 2004). A maioria dos compostos fendlicos ndo é

encontrada no estado livre na natureza, mas sob a forma de
ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, soliveis em dgua e
solventes orgdnicos polares (COUTINHO, 201 3).

Os compostos fendlicos podem formar pontes de hidrogénio, e
essas podem ser tanto intramoleculares como intermoleculares,
propriedade muito importante na ligagdo com proteinas
(SIMOES, 2010), tem sido relatada a atividade antioxidante de
alguns derivados de dcidos fendlicos, essa evidéncia tem
sugerido que doengas causadas pelas reaces oxidativas em
sistemas biolégicos podem ser retardadas pela ingestdo de
antioxidantes naturais encontrados na dieta, principalmente de
compostos fendlicos (RODRIGUES, 201 2).

Para os compostos fendlicos, tem sido apontada a atividade
antimicrobiana e antiviral de ésteres do dcido cafeico. Alguns
glicosideos do dcido cafeico apresentam seletiva inibicéo da 5-
lipoxigenase, que estd relacionada com a biogénese dos
leucotrienos e estes, por sua vez, estdo envolvidos na imuno-
regulagéo (SIMOES, 2010).

Em relagdo & atividade antibacteriana de P. cuspidata, ndo
houve halo de inibigdo nas concentragdes testadas (25, 50 e
100 mg/mlL). Esse resultado néo condiz com o que foi
encontrado na abordagem fitoquimica, onde se tem a presenga
de compostos fendlicos e alcaloides, sendo que estes tém
atividade antibacteriana. Mas o que se sugere é que os
compostos presentes no extrato bruto etandlico ndo se
encontram em concentra¢do adequada para proporcionar a
resposta biolédgica esperada no teste, visto que se trata de
extrato bruto, e que a atividade antibacteriana pode ter efeito
somente em altas concentraces ou substdncias purificadas.
Sendo assim, pretende-se o fracionamento e a purificagdo de
seus constituintes quimicos em estudos posteriores e desse modo,
realizar novos testes antibacterianos afim de avaliar melhor a
agdio antibacteriana de P. cuspidata.

O teste de toxicidade sobre a Artemia salina L. é um ensaio
biolégico amplamente utilizado devido ser rdpido, confidvel e
de baixo custo. A relagdo entre o grau de toxicidade e a
concentragéio letal média (CL,,) apresentada por extratos de
plantas sobre larvas de Artemia salina L., tanto extratos
orgdinicos, quanto extratos aquosos com valores de CL,, acima
1000 pg/mlL, estes, sdo considerados atéxicos, baixa
toxicidade quando a CL,, for superior a 500g/mL; moderada
para CL,, entre 100 a 500ug,/mL e muito téxico quando a CL,,
foi inferior 100 j1g/mL (AMARANTE, 2011).

O extrato de P. cuspidata apresentou baixa toxicidade para
Artemia salina L. com CL,, de 605,92 pg/mL, sendo que, esse
nivel de toxicidade do extrato é devido, possivelmente, &
presenca de alcaloides e/ou compostos fendlicos, mas ndio em
concentragdio suficiente para causar um ndmero maior de
mortalidade.

4. Conclusdo

Nos estudos fitoquimicos realizados a presenca de dcidos
orgdnicos e alcaloides justificam parcialmente o uso dessa
planta pela populagdo local e da Guiana Francesa
respectivamente, haja visto, que esses metabdlitos secunddrios
possuem substéncias especificas contra as patologias em que
s@o utilizadas. No modelo de toxicidade de Artemia salina
utilizado para o extrato, a média toxicidade sugere que tenha
sido em decorréncia a presenca de alcaloides, pois esta classe
de metabdlitos secunddrios é conhecida pela sua elevada
toxicidade. Por ndo ter apresentado nenhuma inibicdo frente ds
bactérias testadas propdem-se que concentragdes mais altas e
o uso de sustdncias isoladas do extrato sejam testadas e
realizados os cdlculos de Concentragéio Inibitéria Minima.
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