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RESUMO: Stryphnodendron obovatum Benth., conhecido como “barbatimao”, € uma
espécie pertencente a familia Leguminosae, sub-familia Mimosoideae, e € amplamente
distribuido em campos e cerrados. Na medicina popular, cascas de S. obovatum sao usadas
no tratamento de processos inflamatdrios, como cicatrizante, para diarréia, frieira. Neste
trabalho investigou-se a presenca de proteinas e as atividades citotoxica, antibacteriana,
antifungica do extrato salino das sementes de S. obovatum. O extrato salino S. obovatum
ndo apresentou toxidade frente ao ensaio com Artemia salina, nem mostrou atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coll.
Na avaliacao da atividade antioxidante, o extrato salino apresentou uma CEsode 12,193 ug/
mL, enquanto a do padrao positivo BHT foi 2,98 ug/mL. O extrato salino de S. obovatum
nao apresentou atividade antifungica, tanto na técnica de bioautografia com o fungo
Cladosporium sphaerospermum, quanto no método de difusao em disco, realizado com
Candida albicans. Foi realizado teste de atividade enzimatica na qual observou-se a hidrolise
do substrato H-D-Benzoil-arginina-p-nitroanilida (Bz-Arg-pNan).

Unitermos: Stryphnodendron obovatum; sementes; antioxidante; antibacteriana;
antifungica; acao enzimatica.

ABSTRACT: Evaluation of biological activities of the seeds of Stryphnodendron
obovatum Benth. (Leguminosae). Stryphnodendron obovatum Benth., popularly known
as “barbatimao”, belongs to the Leguminosae family, of the Mimosoideae subfamily, and is
present in fields and in “cerrados”. S. obovatum bark is used in popular medicine for treating
inflammatory processes, for healing wounds, and as cure for diarrhea and chilblain. This
research investigates the presence of proteins and the cytotoxic, antifungal, antibacterial
and antioxidant activities of the S. obovatum seed saline extract. The saline extract did not
show cytotoxicity against Artemia salina nor any antibacterial activity against Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. The evaluation of the antioxidant
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activity showed a CEs0=12.193 ug/mL, and the BHT positive pattern presented 2.98 pg/mL.
The S. obovatum saline extract was tested against Cladosporium sphaerospermum and
Candida albicans, using the bioautography technique and the disk diffusion method. Benzoyl-
arginine—p-nitroanilide (Bz-Arg-pNan) was hydrolyzed by the saline extract.

Key words: Siryphnodendron obovatum; seeds; cytotoxicity; antifungal; antibacterial;
antioxidant and enzymatic properties.

INTRODUCAO

Stryphnodendron obovatum Benth., o “barbatim@o”, pertence a familia das Leguminosas,
sub-familia Mimosoideae, e é amplamente distribuido em campos e cerrados (GOODLAND; FERRI,
1979). O género Stryphnodendron apresenta cerca de 28 espécies espalhadas pelos Cerrados do
Brasil Central (RIZZINI, 1997) sendo uma espécie comumente encontrada em Minas Gerais, Sao
Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Ceard, Maranh&o e Piaui (AFONSO; POTT, 2001).

Nos tltimos anos houve um grande aumento nos estudos realizados com espécies vegetais
da familia Leguminosae. Os estudos ja realizados demonstram a presenca de inibidores de
proteases, taninos, saponinas, inibidores de tripsina, alcaldides, terpenos, esterdides, estilbenos
e flavonoides (OLIVEIRA et al., 2002; SOARES et al., 2002; TOKARNIA et al., 1998). Os géneros
mais estudados do ponto de vista quimico sdo: Bauhinia, Stryphnodendron, Pseudopiptadenia e
Caesalpinia (COSTA et al., 2002; MOREIRA et al., 2002; SILVA; FILHO, 2002). As sementes
desses géneros de Leguminosae sdo importantes na nutricdo humana devido ao seu alto teor
de proteinas (SHEWRY, 1995). Essas proteinas podem interferir em processos fisiolégicos tais
como germinacao e maturagdo das sementes ou ainda servir de defesa contra o ataque de
insetos predadores (SAMPAIO et al., 1996). Dentre as espécies vegetais da familia Leguminosae
ricas em inibidores de proteinases, pode-se citar: Torresea cearensis Allemao, Dioclea glabra
Benth., Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong,
Bauhinia rufa (Bong.) Steud., Bauhinia ungulata L., Bauhinia bauhinoides (Mart.) Macbr, entre
outros (BUENO, 1994). '

Na medicina popular, S. obovatum é usado no tratamento de processos inflamatérios,
como cicatrizante, para diarréia, frieira e ferida “braba” de cavalo (POTT: POTT, 1994). As favas
causam intoxicagdo capaz de provocar aborto em bovinos (TOKARNIA et al., 1998). O principio
toxico das favas de S. obovatum ainda néo foi identificado, mas elas provocam irritacao no trato
digestivo dos bovinos, e talvez a presenca de saponinas seja responsavel ou participe da patogenia
da intoxicagao por S. obovatum (BRITO et al., 2001). O objetivo desse trabalho & avaliar atividades
bioldgicas do extrato salino das sementes de S. obovatum, assim como investigar a presenca de
proteinas em suas sementes.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As sementes de Stryphnodendron obovatum foram coletadas em outubro de 2002 numa
area de 43 hectares de cerrado, préxima ao Campus da Universidade Catdlica Dom Bosco
(UCDB), em Campo Grande (MS), entre as coordenadas 20°24’-37°4’s e 54°36'-52°5'w, com
altitude de 569 a 640 m. O material vegetal foi identificado pelos botanicos Arnildo Pott e Vali
Joana Pott e depositado, com o n® 6254, no Herbario de Mato Grosso do Sul (HMS), no Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC-EMBRAPA).
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Extracao de proteinas

Os cotilédones das sementes (5 g) de Stryphnodendron obovatum foram triturados em
moinho de faca e o po obtido foi suspenso com solugao de NaCl 0,15M, na proporgao de 1:20
(m/v). Em seguida, o material foi centrifugado a 15.000 rpm durante 15 min e a solugao
sobrenadante foi separada, sendo o precipitado desprezado.

Determinacéao de proteinas

A concentracdo de proteina do extrato salina foi estimada por espectrofotometria (Thermo
Spectronic/Aquamate), a 280 nm, assumindo-se o valor empirico de 1,0 mg/mL da proteina para
solucbes que apresentam absorbancia 1,0. A determinagao quantitativa de proteina foi realizada
de acordo com o método de Gornall e colaboradores (1949), utilizando-se albumina sérica bovina
como padréao.

Avaliacao da letalidade para larvas de Artemia salina

Utilizou-se a metodologia preconizada por Meyer e colaboradores (1982), com algumas
variacbes. Dez larvas de Artemia salina foram transferidas para os tubos de ensaio contendo a
amostra do extrato salino de S. obovatum em sete diferentes concentragoes (0,05; 0,1; 0,2; 0,4;
0,6: 0,8 e 1 mg/mL). Os ensaios foram realizados em quadruplicata. Os tubos de ensaio foram
mantidos sob iluminacdo e as larvas sobreviventes foram contadas apds 24 h. A ClLs foi
determinada pela regresséo linear. Realizou-se o ensaio com solugao salina em branco e,
posteriormente, comparou-se os resultados com padrao positivo timol.

Avaliacao da atividade antioxidante

Foram utilizadas solugbes do extrato salino de S. obovatum e solugao de DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazila) a 0,3 mM em etanol. Os padrbes positivos foram rutina e BHT (butil-hidroxitolueno)
nas concentragdes de 50, 125, 250, 500, 750, 1000 pg/mL, sendo o etanol utilizado como controle
negativo. Para cada concentracéo foram feitas avaliagbes em triplicatas. Apds um periodo de
30min foram lidas as absorbancias a 516 nm. Foram calculadas as meédias dos percentuais da
atividade antioxidante (%AAQ) das amostras, em cada uma das concentragdes testadas e o grafico
da %AAQ versus concentracao foi construido para se obter a concentragao efetiva em 50% de
atividade por meio da regresséo linear (CHEVOLLEAU et al., 1992).

Avaliacao da atividade enzimatica

Para esse teste, foram utilizados: 25 pL de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0 e 50 pL de
extrato salino de S. obovatum, que foram incubados com 25 pL de H-D-benzoil-anginina-p-
nitroanilida (Bz-Arg-pNan) 4 mM e o volume acertado para 200 pL com solucao salina de NaCl
0,15 M, 37 °C (CHASE; SHAW, 1970). O experimento foi interrompido com 10 pL de acido
acético. Apds 30 min, foram medidas as absorbancias a 405 nm.

Avaliacao da atividade antibacteriana

As bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (13709) e Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa (27853) e Escherichia coli (11229) foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC).
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As amostras isoladas foram inoculadas em caldo Mueller Hinton até atingir uma densidade
de 108 células. O extrato salino foi diluido em solugdo de NaCl 0,15 M nas concentracoes de 66,
50, 10, 1, 0,5, 0,25 e 0,125 mg/mL. Discos de papel foram impregnados com 20 uL dos extratos
diluidos e colocados em placas contendo meio de cultura sdlido. Da mesma forma foram adicionados
discos, obtidos comercialmente (CECON®), contendo concentragdo padronizada dos
antibacterianos: penicilina, ampicilina, cefalotina e gentamicina. A atividade antibacteriana do extrato
salino foi avaliada pela medida do halo de inibicdo (mm) apds 24 h de incubacao a 37 °C.

Atividade antifungica

Utilizou-se Candida albicans (10231) obtida da American Type Culture Collection e
Cladosporium sphaerospermum, obtido do Instituto Botanico da Universidade de Sao Paulo.
Com C. sphaerospermum, utilizou-se o método de bioautografia (HOMANS; FUCHS, 1970) em
aliquotas de 100 pL do extrato salino de S. obovatum. Foram utilizados como controle positivo o
antifungico fluconazol e como controle negativo a solucé@o salina utilizada na extragdo. Apods
aplicagcao na cromatoplaca e completa secagem dos solventes, uma suspensao de esporos de
Cladosporium sphaerospermum (indculo: 2x10® UFC/mL) foi borrifada e as placas incubadas
por trés dias em ambiente umido, & temperatura de 35°C.

Para avaliar a atividade do extrato em relagao a Candida albicans utilizou-se o método de
difusdo em agar (SMANIA et al., 1995). Preparou-se uma suspensao com diluicdo de 1:10000,
até atingir uma densidade optica aproximada de 2x10°® UFC/mL, para posterior semeadura em
placas contendo agar Sabouraud. Discos de papel foram impregnados com 50 uL do extrato
salino de S. obovatum. Da mesma forma foram adicionados discos, obtidos comercialmente
(Pharma Nostra), contendo concentracéo padronizada de fluconazol. A atividade antifungica
dos extratos foi avaliada pela medida do halo de inibigao (mm) apds 72 h de incubacéo a 37°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A etapa extrativa dos cotilédones, realizado com solugcéao de NaCl 0,15 M, rendeu 108 mL
de extrato salino, contendo 65,2 mg de proteinas por mL de extrato, conforme a determinacéo
espectrofotométrica a 280 nm e a determinagao quantitativa pelo método de Gornall e
colaboradores (1949).

Nao foi observada atividade toxica para o extrato salino das sementes de S. obovatum
frente ao microcrustaceo Artemia salina. A avaliagédo da letalidade para larvas de Artemia salina
permite detectar compostos bioativos em extratos e fragées, facilitando o isolamento de compostos
biologicamente ativos, contribuindo para investigacdes quimicas e farmacologicas de produtos
naturais (TROTTER et al., 1983; FONTENELE et al., 1988; SOLIS et al., 1993).

Muitas classes de moléculas biologicas sao susceptiveis de atague por espécies reativas
de oxigénio, incluindo aminoacidos e acidos graxos insaturados, formando radicais livres, que
prejudicam as funcoes celulares, causando varias doencas. Inimeras substéncias encontradas
em plantas tém atividade antioxidante nos sistemas bioldgicos e suas fungdes bioquimicas,
assim como seus mecanismos de acao, vém sendo largamente estudados. Os radicais livres
podem ser neutralizados por substancias antioxidantes presentes nos vegetais e o consumo
destas substancias reduz o risco de uma série de doencas degenerativas (LARSON, 1988;
SIES, 1993; REICE-EVANS et al., 1996).

O extrato salino das sementes de S. obovatum nao apresentou atividade antioxidante,
pois mostrou uma CEsqde 12,19 ug/mL, enquanto os padroes positivos BHT e rutina apresentaram
2,98 ug/mL, e 2,27 pg/mL, respectivamente. Sabe-se que espécies do género Stryphnodendron,
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como S. adstringens (Mart.) Coville, caracterizam-se por apresentar alto teor de taninos em sua
madeira, cascas, folhas e frutos (SOARES et al., 2002) e, portanto, podem apresentar atividade
antioxidante. Entretanto, neste trabalho foram utilizadas sementes de S. obovatum, gue nao
apresentaram atividade.

O extrato salino das sementes de S. obovatum hidrolisou o substrato peptidico Bz-Arg-
pNan. Os resultados preliminares da avaliagdo de atividade enzimatica estio apresentados na
Tabela 1. Os substratos peptidicos derivados de p-nitroanilidas caracterizam-se pela facilidade
em se medir sua hidrélise pelo desenvolvimento de cor. As enzimas proteoliticas classificadas
como endopeptidases quebram ligacoes peptidicas de aminoacidos cuja extremidade carboxilica
pertence a um aminoacido localizado no interior da sequéncia, e essa propriedade também é
estendida a substratos sintéticos peptidicos derivados de p-nitroanilidas (p-Nan) como Bz-Arg-
pNan, que pode ser um substrato conveniente para algumas endopeptidases (BARRETT, 1986).

Tabela 1. Hidrdlise enzimatica do substrato Bz-Arg-pNan pelo extrato salino das sementes de
Stryphnodendron obovatum.

- = Wolume '} ~ Proteina  Ativ. Enzimatica **  Ativ. Enzimatica
O owy L e e e
o semente i isementel . protefna

Extrato salino 108 65,2 . 5.1 0,078

* Proteina determinada pelo método de Biureto, expresso em mg por g de semente.
** Atividade enziméatica — mmoles de Bz-Arg-pNan hidrolisados nas condi¢des descritas em Material e
Métodos

Os controles positivos ampicilina, cefalotina, gentamicina e penicilina mostraram-se eficazes
no crescimento bacteriano, com excegao da ampicilina e cefalotina, que ndo inibiram o crescimento
de Pseudomonas aeruginosa. A solugao de NaCl 0,15 M, utilizada como controle negativo e o
extrato salino das sementes de S. obovatum nao apresentaram atividade antibacteriana. Os
resultados da atividade antibacteriana estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade antibacteriana do extrato salino das sementes de Stryphnodendron obovatum,
comparada com agéo de antibidticos através do método de difusédo em agar.

- P ‘ae};,é,-,,bsa : saumus . :._ z 'E_'co;}“w
Amp[C”ma e _ *4om_"m e Zomm
Cefalotina - *40 mm *16 mm
Gentamicina 16 mm nao testado | 16 mm
Penicilina | nao testado | * 35 mm nao testado

Extrato salino de S. obovatum - ! - )

* Medida do halo de inibicdo do crescimento bacteriano
- Auséncia de atividade antibacteriana
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O crescimento dos fungos Cladosporium sphaerospermum (bioautografia) e Candida
albicans (meétodo de difusdo em disco) nao foi inibido pelo extrato salino das sementes de S.
obovatum, indicando auséncia de atividade antifungica. A auséncia de atividade antifungica e
antibacteriana no extrato salino das sementes de S. obovatum pode estar associada a baixa
concentracao de compostos com propriedades farmacolégicas. Compostos responsaveis por
essas atividades, tais como diterpenos, tém sido descritos principalmente em cascas (KHAN e
OMOLOSO, 2002; GOUN et al., 2003), folhas (RASOAMIARANJANAHARY et al., 2003) e frutos
(CAMACHO-HERNANDEZ et al., 2002), através de extracdes realizadas com solventes organicos.

Os resultados obtidos demonstraram que o extrato salino das sementes de S. obovatum
nao apresenta atividades antioxidante, antibacteriana e antifungica, nem toxicidade, porém
apresenta atividade enzimatica e um significativo teor de proteinas, caracteristico de sementes
da familia Leguminosae.
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