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RESUMO

COSTA, G. V. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, ANTIOXIDANTE E CITOTOXICA IN
VITRO DO EXTRATO ETANOLICO DA ENTRECASCA DA PLANTA Ouratea
hexasperma (EEEOH) (A. St.-Hil.) Baill var. planchonii Engl. Dissertacdo (mestrado),
Programa de Pé6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do
Para, Belém, 2015.

Ouratea hexasperma (Ochnacea), popularmente conhecida como “barbatimao
do cerrado”, € uma planta muito comum na regido do cerrado brasileiro e, vem sendo
utilizada para o tratamento de infecgées microbianas e inflamacdes. Por isso, este
estudo teve como objetivo avaliar as atividades antioxidante, quantificar teores
flavonoides totais (TFT), antibacteriana e citotoxicidade do extrato etandlico da
entrecasca da Ouratea hexasperma (EEEOH), bem como realizar sua caracterizacao
fitoquimica. A planta foi coletada no estado do Amapé e em seguida foi realizada
extracdo da entrecasca seca através de maceracao a frio com solugéo etanodlica 96%
na proporc¢éao 2:8 (p/v) durante 1 dia, formando o EEEOH. A caracterizagéo fitoquimica
foi realizada através de ensaios cromaticos/precipitacdo em tubo e o teor de
flavonoides foi mensurado através do ensaio com complexacdo com aluminio
utilizando como padrdo uma curva de quercetina (40-0,62ug/mL), e a capacidade
antioxidante total através do método espectrofotométrico de descoloracéo do radical
ABTSe+ (2,2"azino-bis-3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) - TEAC. A atividade
antimicrobiana do EEEOH foi testada frente as bactérias gram-positivas e gram-
negativas, através das técnicas de microdiluichio em caldo com coloracdo por
resazurina, para a determinagéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), e de cultivo
em placa de petri com posterior contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC)
para a obtencdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM). A citotoxicidade do
EEEOH, foram testadas utilizando leucécitos humanos do sangue periférico, células
mononucleares, com diferentes concentragdes do extrato e sem nenhum estimulo
(controle negativo), e incubacéo e mantidos a 37°C, 98% de umidade e 5% de COz,
durante 24h, NO e MDA foram lidas de ELISA e espectrofotdmetro em diferentes
leituras odticas. A andlise fitoquimica preliminar do EEEOH mostrou a presenca de
taninos, saponinas e flavonéides. O TFT no extrato foi de 1467 + 264ug equivalentes
em quercetina/g de EEEOH. A capacidade antioxidante pelo método de TEAC
apresentaram elevada atividade antioxidante, ndo havendo diferenca na capacidade
antioxidante (TEAC) entre as concentracbes do extrato testadas. O EEEOH
apresentou boa acdo antibacteriana, principalmente contra as bactérias gram-
positivas. Na citotoxicidade por regressao linear se obteve a concentracdo capaz de
matar 50% das células (CC50%), cujo valor foi de 2231,5mg/mL, confirmando que o
extrato bruto tem baixa citotoxicidade frente a leucécitos humanos, nas condi¢cdes
testadas. Na producdo de NO e MDA verificou-se que o EEEOH néo foi capaz de
induzir a producdo de NO das concentracdes testadas. Como também, nenhuma
concentracdo induziu aumento de MDA quando comparado ao controle negativo
(RPMI), confirmando a baixa citotoxicidade do extrato in vitro. As analises estatisticas
foram realizadas pelo teste Anova uma via e Turkey. Conclui-se que EEEOH possui
atividade antibacteriana, antioxidante e baixa citotoxicidade.

Palavras-chave: Ouratea hexasperma, Teores flavonoides totais, atividade
antioxidante, antibacteriana, citotoxicidade.



ABSTRACT

Ouratea hexasperma (Ochnacea), popularly known as "cerrado barbatiméo" is a very
common plant in the brazilian cerrado region and has been used for the treatment of
microbial infections and inflammation. Therefore, this study aimed to evaluate the
antioxidant activities, quantifying total flavonoid content (TFT), antibacterial and
cytotoxicity of ethanol extract of the bark of Ouratea hexasperma (EEBOH) as well as
perform their phytochemical characterization. The plant was collected in the state of
Amapa, and then was held extraction of dry bark through the cold maceration with 96%
ethanol solution in a 2: 8 (w/v) for 1 day, forming the EEBOH. The phytochemical
characterization was performed by testing chromatic/precipitation tube and flavonoid
content was measured by assay complexation with aluminum using quercetin as
standard (40-0,62ug/mL), and the total antioxidant capacity by the spectrophotometric
method discoloration radical ABTS++ (2,2'azino-bis-3-etilbenzotiazolin 6-sulfonic acid)
- TEAC. The antimicrobial activity of EEBOH was tested against gram-positive and
gram-negative bacteria, using the microdilution techniques broth with staining by
resazurin, to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and grown in petri
dish with subsequent count of colony forming units (CFU) for obtaining the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC). The evaluation of the cytotoxicity of EEEOH human
peripheral blood leukocytes. Mononuclear peripheral blood cells incubated with
different concentrations of the extract and without stimulation (negative control). The
cytotoxicity of EEEOH were tested using human peripheral blood leukocyte,
mononuclear cells, with different extract concentrations and without stimulation
(negative control), and incubated and maintained at 37 ° C, 98% humidity and 5% CO2
for 24 hours, NO and MDA were read in an ELISA spectrophotometer and different
optical readings. The primary EEBOH phytochemical analysis showed the presence of
tannins, saponins and flavonoids. The TFT in the extract was 1467 * 264ug
equivalents quercetin/g EEBOH. The antioxidant capacity by TEAC method showed
high antioxidant activity, with no difference in antioxidant capacity (TEAC) between
those concentrations of the extract. The EEBOH showed good antibacterial activity,
mainly against gram-positive bacteria. The cytotoxicity was obtained by linear
regression concentration able to kill 50% of cells (CC 50%) whose amount was
2231,5mg/mL, confirming that the crude extract has low cytotoxicity against human
leukocytes, under the conditions tested. In the production of NO and MDA it found that
the EEOC was not able to induce NO production of the concentrations tested. As well,
no increase MDA of concentration induces changes when compared to the negative
control (RPMI), confirming the low in vitro cytotoxicity of the extract. Statistical analyzes
were performed by ANOVA one way and Turkey. In concluded that the EEBOH have
antibacterial, antioxidant and low cytotoxicity.

Keywords: Ouratea hexasperma, Levels total flavonoids, antioxidant activity,
antibacterial, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A espécie Ouratea hexasperma (A. St.-Hil.) Bail var. planchonii Engl., possui
uma distribuicdo pantropical, da familia Ochnaceae, que nesta compreende cerca de
30 géneros e distribuidos aproximadamente em 500 espécies (KANIS, 1968; ABREU,
2014). E o seu principal género desta familia € o Ouratea, que engloba cerca de 300
espécies encontradas na América do Sul (BATISTA, 2011). No Brasil deste neste
género foram catalogadas 198 espécies, 2 subespécies e 5 variedades, com
ocorréncia nos dominios fitogeograficos da Amazoénia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (CHACON & YAMAMOTO, 2014; ABREU, 2014).

Na regido amazobnica, a espécie Ouratea hexasperma é frequentemente
observada no bioma do cerrado com caracteristicas peculiares de solo, vegetacédo e
clima, se estabelecendo como uma das espécies nativas mais resistente a seca e ao
fogo. Com isso, estes aspectos contribuiram para que esta espécie desenvolvesse
mecanismos de sobrevivéncia como: producdo de metabdlitos secundarios (taninos,
saponinas e flavonéides) (FIDELIS, 2011). No estado do Amapa, a espécie Ouratea
hexasperma é conhecida popularmente como barbatimdo do cerrado, utilizada
tradicionalmente como ténico e adstringente para a prevencédo e/ou cura de diversas
patologias como: distarbios do sistema gastrointestinal (antidiarreico, vermifugo e
antiulcerativo), infeccbes por bactérias e fungos (acdo antibacteriana e antifingica),

inflamac®es uterinas e reumaticas (anti-inflamatério) (SEGORVIA, 2011).

Os poucos estudos que investigaram a atividade biolégica de Ouratea
hexasperma mostraram sua capacidade de inibicio da DNA topoisomerase
(GRYNBERG, et al., 2002); inibicdo do crescimento de células tumorais (Sarcoma
180) in vivo (GRYNBERG, et al., 1994; MOREIRA et al., 1999; SERGOVIA, 2011).
Essas atividades foram atribuidas a alguns biflavanddeis isolados da espécie. No
entanto, até o momento, ndo ha relatos na literatura comprovando sua acéo
antimicrobiana, antioxidante e citotoxica. Desta forma, este projeto visa avaliar tais

possiveis atividades do extrato bruto etandlico da planta Ouratea hexasperma in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificagdo taxindmica da espécie Ouratea hexasperma

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Familia: Ochnaceae
Ordem: Theales
Classe: Magnoliopsida
Género: Ouratea

Espécie: Ouratea hexasperma

Fonte: BIOTA/FAPESP, 2015.

2.2 Espécie Ouratea hexasperma (A. St.-Hil.) Bail var. planchonii Engl.

A espécie Ouratea hexasperma é distribuida geograficamente nos seguintes
locais da América latina: Bolivia e Brasil. No Brasil foram catalogadas na regido Norte
(Amapa; Roraima e Tocantins); Nordeste (Bahia, Ceard, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte); Centro-Oeste e Sudeste (Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Sao Paulo) (SILVA et al., 2012; CHACON &
YAMAMOTO, 2014; TROPICOS.ORG, 2014; ABREU; 2014). A espécie foi
pesquisada no ambiente do cerrado, dominio morfoclimatico que possui condicbes
bem especificas de solo, clima e vegetacdo, enumerados a seguir. Estas
caracteristicas conferem aos seres desse ambiente um nivel de resisténcia maior a
seca e ao fogo em vegetacdo, mais comum de ocorrer, do que em outras zonas
morfoclimaticas (dominios amazénicos, cerrado, caatingas, mares de morros,
araucarias, pradarias) (AB"SABER, A. 1965; BARBOSA, 2011).

A primeira caracteristica do bioma do cerrado bem singular é seu clima tropical
sazonal, de inverno seco, com temperatura maxima de 40° C, e a minima, chega a
alcancar valores proximos ou até abaixo de zero. A precipitacgdo média mensal
apresenta um grande periodo de estagnacdo, concentrando-se nos meses de

primavera e verdo, durante esses periodos apresenta curtos periodos de seca,
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chamados de veranicos, que podem ocorrer em meio nestas estacoes, devido a essas

condicdes geram sérios problemas para agricultura (KLEIN, 2002).

Segundo atributo deste ambiente, seu solo é profundo, poroso, permeavel, bem
drenado e, por isso, profundamente lixiviado. Em sua textura predomina, em geral, a
fracdo areia, vindo em seguida a argila e, por ultimo, o silte. Eles séo, portanto,
predominantemente arenosos, areno-argilosos ou, eventualmente, argilo-arenosos.
Fazendo com que sua capacidade de retencdo de agua seja relativamente baixa. E
possuindo como terceira distingdo, em circunstancia das mencionadas anteriormente,
contribuiram para formacdo de uma vegetacdo herbacea e subarbustiva, formada
também por espécies predominantemente perenes, possuindo 6rgdos subterraneos
de resisténcia, como bulbos, xilopddios, séboles, etc, que Ihe garantem sobreviver a
seca e ao fogo (Figura 01) (KLEIN, 2002).

A Ouratea hexasperma é um arbusto de até 5 metros de altura (Figura 01),

possui como constituintes botanicos especificos desse bioma, segundo tabela 01:

Tabela 01 — Caracteristicas botanicas da espécie Ouratea hexasperma.

Ramos Cilindricos, acinzentados, fissurados, lenticelados, glabros

29 - 6,1 cm comprimento (compr.), alternas; estipulas
caducas; canaliculados, glabros; elipticas, glabras; &pice
Folhas agudo; base cuneada; margem serrilhada, na face adaxial
nervura primaria prominula e primaria proeminente; nervuras

secundarias 8 — 21 pares, eucamptédroma.

Inflorescéncia: 9 cm compr., paniculas terminais.
Flores andrdginas: amareladas (Pedicelos 6 — 7,5 mm
compr., glabros, calice pentamero, dialissépalo; ovaladas,
glabras, corola pentamera, dialipétalas, pétalas 7,5 — 8 mm
compr., 5,5 — 7 mm largura, obovadas, apice arredondado,
Estrutura
glabras.
reprodutora o
Anteras: 10; 2,5 - 7,5 mm compr., sésseis, rugosas, glabras,
lanceoladas, base truncada, apice agudo.
Gineceu: 6 — 8 mm compr., glabro; ginoforo 0,5 mm compr.,
ovario 1 — 1,5 mm compr., 6 — 8 carpelar, ovoide, inteiro,

filiforme, ginobasico; estigma puntiforme.

Hist. PI. 4: 366. 1873. (Figura 02, 03 e 04 (A - C) (ABREU, 2014).
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Dentre as partes aéreas da planta Ouratea hexasperma, a que é utilizada
tradicionalmente é a entrecasca (liber ou floema), que é a seccdo mais interna da
casca das arvores e o principal tecido de conducdo das substancias nutritivas nas
plantas vasculares, formado por tecido vivo, mole e imido, capaz de conduzir a seiva
elaborada (FORZZA, 2010). Nesta espécie, a entrecasca apresenta uma coloracao
vermelha, como observado na figura 04 (D-E), e conforme a literatura as partes aéreas
gue possuem essa tonalidade apresentam alguns constituintes quimicos, como por

exemplo polifenadis.

Figura 01 - Bioma do cerrado no Estado do  Figura 02 - A espécie Ouratea hexasperma
Amapa. Fonte: (SERGOVIA, 2011). no bioma cerrado. Fonte: Autor.

2 mm I 1mm

Figura 03 - A. Flor; B. Gineceu; C. Antera da espécie Ouratea hexasperma. Fonte: (ABREU, 2014).



http://pt.wikipedia.org/wiki/Seiva_elaborada
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Figura 04 - A - Ramo com destaque para flores e frutos; B- Flores; C- Frutos. Fonte: (SILVA, 2008),
D - Ritidoma; E - Casca viva da espécie Ouratea hexasperma. Fonte: (FINGER, 2008).

2.3 Constituicdo quimica da Ouratea hexasperma

Na espécie Ouratea hexasperma ja foram identificados alguns componentes,
dos quais os taninos sdo um dos mais importantes. Os taninos sdo complexos
heterogéneos de polifendis de origem vegetal com alto peso molecular (500 a 3000
Da) (FERREIRA e NOGUEIRA, 2000; AGANGA e MONASE, 2001; OLIVEIRA, 2007).
Estes compostos diferem de outros polifendis pela sua capacidade de precipitar
proteinas (SILANIKOVE, 2001; OLIVEIRA, 2007), ions metélicos, aminoacidos e
polissacarideos (MAKKAR, 2003; OLIVEIRA, 2007).

Os taninos podem ser classificados em: taninos condensados e hidrolisaveis.
Para Metche (1980), os taninos hidrolisaveis podem ser considerados como
poliésteres da glucose, podendo ser classificados em duas categorias; (a) 0s
galotaninos, que por hidrélise &cida liberam o acido galico e seus derivados; (b) os
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elagitaninos, que por hidrolise liberam o &cido elagico, &cido valénico, sendo o &cido
elagico o mais importante. Pizzi (1993), afirma que os taninos condensados consistem
de unidades de flavondides possuindo diferentes graus de condensacdo e entdo
invariavelmente associados com seus precursores inéditos, denominados de flavan-

3-ols (catequina) e flavan 3-4 diols (leucoantocianidinas).

Os taninos possuem a funcéo de formar complexos com as proteinas, cujo
mecanismo € dependente da formacdo de pontes de hidrogénio ou ligacbes
hidrofobicas, apresentando-se na forma nao oxidada, entre subunidades fendlicas do
polimero e o0s grupos carbonilas dos peptideos das proteinas (Figura 5A)
(McSWEENE, 2001, BASTTETINI et al., 2004). J& os taninos quando sao oxidados
por uma enzima se transformam em quinonas e formam ligacfes covalentes com
determinados grupos de proteinas, principalmente os grupos sulfidricos (Figura 5B)
(BASTTETINI et al., 2004), como observado na figura abaixo.

(A) Pontes de hidrogénio entre taninos e proteina

- /\@\ 5 &
Ot nnneey —CErOISIED

Tanino 2

(B) Ligacao covalente a proteina apods oxidagao

’”’J/\@\ Tanino na forma fendlica
oOH

Polifenol oxidase

Tanino na forma quindnica
o

:

H_ N Proteina

r

!

~

|

HMN Proteina

‘/\ij‘:\“ Ligacao covalente
oOH

Tanino ligado a proteina

Figura 05 — Mecanismos propostos para a interacdo de taninos com proteinas. Fonte:
HORMONIOS E DEFESA VEGETAL.

A formacé&o dos compostos biossintéticos das plantas se desenvolvem através
de varias rotas que tem centros comuns. Esses nucleos irdo originar os metabdlitos
secundarios, como o caso dos derivados do &cido chiquimico que inicia pela

condensacao de dois metabdlitos da glicose (fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato)
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(JUNIOR, 2011). Através dessa rota serdo formados os metabdlitos secundarios:

flavonoides, taninos condensados e taninos hidrolisaveis, conforme figura 06.

Outro componente derivado a partir da rota biossintética do acido Chiquimico
(ver Figura 06) € o acido galico, quimicamente denominado como acido 3,4,5-tri-
hidréxi-benzoico (Figura 07). O &cido galico é um metabdlito secundario que gera as
subclasses de taninos hidrolisaveis (galotaninos e elagitaninos), que sédo formados
pelas reacdes de esterificacdo da glicose pelo acido galico ou por ligagcbes meta-

dipsidicas formadas entre moléculas do mesmo.

Eritrose- Acido fosfoenolpiravico
-4-fosfato (resultante da glicélise)
(resultante da rota

da pentose-fosfato)

Rota do acido
chiquimico

Acetil-CoA

Fenilalanina [@' Ca] 2??3:&:0(10
PAL

Acido c%némico [©_ C3]

Acido
galico

} . | }
Taninos [ c,] [ c,] [ C ] Compostos

hidrolisaveis ) ) . fendlicos
S Compostos fendlicos simples Flavonoides variados
[&—<ln (&<,
Lignina Taninos condensados

Figura 06 — Rota biossintese dos taninos condensados (proantocianidina), taninos hidrolisaveis
e flavonoides. Fonte: HORMONIOS E DEFESA VEGETAL.

O acido galico possui potente acao farmacolégica, sendo aplicado na producéo
de resinas semicondutoras e do trimetropim, um importante antibiético anti-malérico.
Além disso, possui a capacidade de retirar residuos do acido hipocloroso, reduz a
peroxidacdo dos fosfolipidios presentes no cérebro bovino e quela metais formando
complexos bastante estaveis, por exemplo, com o ferro Il (POLEWSKI; KNIAT;
SLAWINSKA, 2002; BATTESTIN, et al, 2004).
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Figura 07 — Estrutura molecular do acido galico. Fonte: (JUNIOR, 2011).

As espécies da familia Ochnaceae também sdo capazes de biossintetizar
flavonoides e biflavonoides, conforme mostrado na Figura 06, principalmente as
espécies pertencentes aos géneros Ouratea, Luxemburgia, Ochna e Lophira. (TIH et
al.,1989; TIH, et al.,, 1992; MESSANGA, et al., 2002; LIKHITWITAYAWUID, 2001,
SUZART, 2007).

Os flavondides constituem um grupo de metabdlitos secundarios, polifendlicos
gue constituem a classe mais abundante de produtos naturais e dietéticos, presentes
em frutas (frutas citricas, cereja, uva, maca), verduras (cebola, pimenta verde,
brécolis, tomate, espinafre), bebidas (chas de folhas e graos), suplementos dietéticos
e medicamentos fitoterapicos, como Gingo biloba. Até o momento, j4 foram
identificados e classificados mais de 6.000 tipos diferentes de flavonoides (HODEK,
TREFIL e STIBOROVA, 2002), que possuem uma estrutura molecular padrdo (Figura
8).

Os flavonodides possuem uma potencial capacidade preventiva de varias
doencas, tais como doenca cardiovascular, doencas inflamatorias, infeccfes virais,
diabetes e doencas neuroldgicas (SCALBERT e WILLIAMSON, 2000; VAOUZOUR et
al, 2008; RATHEE et al, 2009; ANDRES, DONOVAN e KUHLENSCHMIDT, 2009).
Estudos relatam sua acdo antioxidante, envolvendo ndo sO6 0s compostos
flavonoidicos, como também os seus precursores biossintéticos, como aminoacidos
alifaticos, terpendides, acidos graxos dentre outros (RICHARDSON et al.,, 1974;
PRATT & BIRAC, 1979; MANN, 1987; RIOS et al., 1992). Os flavonoides também séo
potentes agentes anti-inflamatorios atuando na inibicAo da biossintese de
eicosandides envolvidos em processos inflamatdrios, por mecanismos dependentes

da sua atividade antiradicalar e antiperoxidante (LARSON, 1988).
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5 4

Figura 08 — Estrutura basica do flavonoide. Fonte: Larson, 1988.

Suzart (2007) descreve que as substancias mais significativas do género
Ouratea sdo os biflavondides que podem ser utilizados como marcadores
taxondmicos. Estes compostos possuem uma ligacdo interflavonoidica do tipo
Carbono-Carbono, cujo representante mais abundante é o derivado 7"-O-
metilagatisflavona (Figura 09). Até o momento, foram isolados da espécie Ouratea
hexasperma o0s seguintes constituintes quimicos: Hexaspermona A, Hexaspermona
B, Hexaspermona C, 5,7,4-OMe-isoflavona, 7-Ometilagatisflavona, 7,7-O-
dimetillanaraflavona, agastiflavona, epicatequina, 6-C glicopiranosil-luteolina, 3-O-

glicopiranosil-quercetina, 2-O-Dglicopiranosil-8-C-D-glicopiranosil luteolina.

Figura 09 — 7"-O-metilagatisflavona (biflavondides). Fonte: (SUZART, 2007).

Além de flavondides e biflavondides, ocorrem no género outras classes de
substancias como: norisoprendides (VELANDIA et al.,, 1998; SUZART, 2007),
diterpenos (VELANDIA et al., 1998; FELICIO et al., 2004; FERNADES, 2008),
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triterpenos, (MBING et al., 2003b; CARVALHO et al., 2008; FERNANDES, 2008),
esterdides (CARVALHO et al., 2008; FERNANDES, 2008), lignanas (VELANDIA et al.,
1998; SUZART, 2007), hidrocarbonetos e ésteres alifaticos (MOREIRA et al., 1994;
PAULO et al., 1986; ESTEVAM et al., 2005; SUZART, 2007) e derivado do &cido
benzdéico (CARVALHO et al., 2008; FERNANDES, 2008). A frequéncia e a diversidade
estrutural destes componentes quimicos variam entre as espécies do género Ourate,
gerando proporcdes distintas de metabdlitos, fato que possibilita que cada espécie

mostre diferentes atividades bioldgicas.

2.4 Principais atividades Farmacoldgicas do género Ouratea

As plantas do género Ouratea apresentam 0s seguintes usos na medicina
popular: tratamento de perturbacdes gastricas, disenteria e diarreia (MBING et al.,
2006, FIDELIS, 2014); como um adstringente e ténico (ESTEVAM et al., 2005,
FIDELIS, 2014), e também para o tratamento de doencas relacionadas com a
inflamacéo, tais como atrite reumatoide, artrose e doencas artriticas (CARBONERIA
et al., 2006, FIDELIS, 2014).

As principais atividades farmacologicas associadas aos biflavondides
encontrados nas plantas do género Ouratea, sdo: estimulacdo cardiaca, antivirais,
antimicrobianas, anti-inflamatérias e anti-hepatotoxicas (SIMOES et al., 2001). Além
disso, as espécies do género Ouratea (spectabilis, multiflora e parviflora) foram
capazes de inibir a produgéo de aflatoxina por Aspergillus flavus (GONCALEZ et al.,
2001; SUZART, 2007), Ouratea parviflora apresentou potente atividade contra
candida albicans (ARAUJO, et al, 2013), Ouratea sulcata exibiram atividade
antimicrobiana in vitro contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, Listonella anguillarum
e Staphylococcus aureus (PEGNYEMB et al., 2005; FERNANDES, 2008); As folhas
de Ouratea multiflora mostraram atividade antibacterianas contra Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis (CARBONEZI et al., 2007; FERNANDES, 2008), Ouratea
spectabilis inibiram a enzima aldose redutase (FELICIO et al., 1995; FERNANDES,
2008). Estes compostos também apresentam propriedades protetoras contra raios

ultravioleta nas folhas, antiftingico e alimento para insetos (SIMOES et al., 2001).

Quanto a espécie Ouratea hexasperma, até o momento, ha poucos estudos

sobre suas atividades biologicas, somente mostrando sua agdo contra células
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cancerigenas (SUZART et al.,, 2007; DANIEL et al. 2007; FERNANDES, 2008) e
atividade contra candida albicans (ARAUJO et al., 2013). No entanto, ressalta-se que
género apresenta diversas atividades, que seria importante avaliar sua acéo
antibacteriana, antioxidante e citotoxica da espécie Ouratea hexasperma, visto que ha

uma busca constante por compostos que apresentem tais atividades farmacoldgicas.

2.5 Resisténcia e caracteristicas bacterianas

As bactérias se classificam de acordo com as caracteristicas estruturais da sua
parede celular (gram-positivas e gram-negativas) e morfologia, tais como cocos, de
forma esférica, e os bacilos com forma em bastonete (MAGRO, 2014). As bactérias
Gram-positivas possuem uma camada espessa de peptideoglicano contendo acido
teicdico e &cidos lipoteicbicos, e sao desprovidas de lipidios na parede celular
(MAGRO, 2014)

Por outro lado, as bactérias gram-negativas possuem, na parede celular, uma
fina camada de peptideoglicano, situado entre a membrana interna e a membrana
externa, e um espaco denominado periplasmatico. Neste espaco contém proteinas
de transporte, degradativas e de sintese de parede celular, como também,
componentes de sistemas de transporte de ferro, e componentes essenciais para
constituicdo das bactérias como: proteinas, agucares e outros metabdlitos (Figura 10).
Além disso, ha uma variedade de enzimas hidroliticas que sdo importantes no
metabolismo e prote¢cdo osmotica das bactérias em meios hipertdénicos (TRABULSI,
1999; POZZA et al., 2006; JUNIOR, 2013).

Nesse sentido, Schaechter et al. (2002) afirma que o0 espaco periplasméatico
confere, também, a capacidade de impedir a passagem de compostos hidrofébicos,
devido a presenca de acucares e aminoacidos, proteases, fosfatases, lipases,
nucleases e enzimas que degradam carboidratos. No caso das bactérias Gram-
negativas patogénicas, muitos fatores de viruléncia, como colagenases,
hialuronidases, proteases e B-lactamases também estdo no espaco periplasmatico
(TRABULSI, 1999; JUNIOR, 2013).
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Figura 10 — Esquema da estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. (Figura adaptada de (PRESCOTT, HARLEY, & KLEIN, 2005)). Fonte:
(MAGRO, 2014)

Por conseguinte, a bactéria, estimulada pelo instinto de sobrevivéncia
desenvolve mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos, através da mudanca em
seus constituintes genéticos, tanto relacionado a existéncia de genes que codificam
diferentes mecanismos bioquimicos, fazendo com que impeca a ac¢do das drogas
(SANTOS, 2002).

A resisténcia bacteriana pode ser originada por mutac¢6es, que ocorrem durante
seu processo reprodutivo, que resultam de erros de copia da sequéncia de bases que
formam o DNA cromossémico. Outra fonte de resisténcia é a importacdo dos genes
causadores do fendmeno, consistindo na resisténcia transferivel. Esta resisténcia se
faz através dos mecanismos de transducdo, transformacdo e conjugacdo e,
frequentemente, envolve genes situados em elementos méveis, como plasmideos e
transposons (TAVARES, 2000).

O ambiente hospitalar € comum de propiciarem as bactérias patogénicas
desenvolvam mecanismos de resisténcias, entre essas bactérias destacam-se neste
ambiente: bactérias Gram Positivas (Staphylococcus aureus, S. aureus oxacilina
resistente e Enterococcus faecalis) e Gram Negativas (Pseudomonas aeruginos e
Escherichia Coli). Desta forma, avaliar compostos que apresentem atividade

antimicrobiana frente a estas cepas multirresistentes tem sido o enfoque de varios



29

estudos, nos ultimos anos. Além disso, na maioria das vezes, a atividade
antimicrobiana destes compostos estd associada a outras atividades como

antioxidante e citotoxica.

2.6 Atividade antioxidante do género

O desequilibrio entre a formacéo e a remocéao de espécies reativas do oxigénio
ou nitrogénio no organismo, pode ser decorrente da diminuicdo dos antioxidantes
enddgenos ou do aumento da geracdo de espécies oxidantes. Com isso, este
desequilibrio favorece um estado pré-oxidante que pode levar danos oxidativos em
macromoléculas, como lipidios, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e demais
substancias oxidaveis, inclusive podendo resultar na morte celular (HALLIWELLI &
GUTTERIDGE, 1989, LEITE, 2003; SIES, 1993). Destes danos, a peroxidacao lipidica
ou lipoperoxidacdo é um dos principais processos ocasionados por acdes fisiologicas
ou deletérias associadas aos processos de oxidacdo, que levam a uma reacdo em
cadeia nos acidos graxos poli-insaturados de membranas celulares, alterando a
permeabilidade, fluidez e integridade das mesmas (ESTREBAUER; ZOLLNER;
SHAUR, 1990). Este tipo de dano oxidativo € definido como estresse oxidativo.

Outra definicdo, que tem uma ampla popularidade nos dias atuais, € o termo
antioxidante: “uma substancia que, quando presente em baixas concentragdes,
comparada ao substrato oxidavel (Qque encontramos em varias substancias de tecidos
vivos, incluindo proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos), impede ou
previne, significativamente, a oxidacdo desse substrato” (VANNUCHI, H., 1998). No
entanto, os mecanismos antioxidantes enddégenos nédo sdo suficientes para remover
as espécies oxidativas.

Dentre os tratamentos disponiveis hoje em dia, uma alternativa sdo o uso de
plantas que contém, além dos nutrientes essenciais e de micronutrientes, como
minerais, fibras e vitaminas, diversos compostos secundarios de natureza fendlica,
denominados polifendis, como: taninos, flavonoides, antocianidinas e saponinas.
(HARBONE & WILLIAMS, 2000; KUSKOSKI, 2006). Entre estes compostos 0s
flavonéides podem afetar ou modular a atividade de enzimas antioxidantes que levam
a geracao de efeitos farmacologicos e toxicolégicos importantes (MIDDLETON et al.,

2000), desempenhando um papel essencial na estabilizacdo de peroxidacdo de



30

lipidios e atividade antioxidante direta por possuirem grupos hidroxila capazes de
sequestrar elétrons livres (BASMA, et al, 2011). Neste contexto, o uso de plantas
medicinais ou fonte de alimento rico em compostos antioxidantes podem ser utilizados
na prevencao no tratamento de doencas ocasionadas pelo processo de estresse
continuo, tais como diabete mellitus, doencas neurodegenerativas, entre outras.

Os compostos fendlicos agem através dos mecanismos de acdo antioxidante
principalmente dos flavonoides que incluem: suprimir a formacao de espécies reativas
de oxigénio, ou pela inibicdo enzimatica ou por quelar metais envolvidos na producéo
de radicais livres; possuindo a capacidade de retirar esses metais livres,
interrompendo a formacdo de espécies reativas através das reacdes de Fenton e
Haber Weiss (MOREL et al., 1993), eliminando as espécies reativas de oxigénio, ou
apenas mantendo o mecanismo de defesa antioxidante regulado e protegido,
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1998; ANDALLU et al., 2014; SPERA et al., 2014), e
sua propriedade de sequestrar radicais livres, atua como doadores de hidrogénio
(RICEEVANS et al., 1996; GONZALO e ALONSO, 2002).

Bors et al, (1990), Martinés-Flores et al., (2002); Silva, (2002) sugeriram o
seguintes determinantes estrutural a partir da estrutura geral dos flavonoides (figura
11), para a efetiva atividade sequestradora de radicais livres: Um grupo orto-diidroxi
(catecol) no anel B, que confere uma maior estabilidade a forma radicalar, sendo
provavelmente o alvo para o radical, juntamente com uma dupla insaturacdo entre C2-
C3 (1) sendo essa insaturacao, conjugada com um grupamento 4-oxo, responsavel
pela deslocacao de elétrons, aumenta a estabilizagéo eletrénica a partir do anel B (2)
A adicdo de 3 e 5 grupamento hidroxila (OH), promove o deslocamento dos elétrons
do grupo 4-oxo, levaria a um efeito maximo da capacidade antioxidante do flavondide
(3) (TIWARI, 2001; BUDNI, et al, 2007).
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Figura 11 - Determinantes estruturais da propriedade antioxidante dos flavonoides Fonte:
Adaptado de Tiwari (2001), grifos autor.

Alguns autores sugerem que os flavondides bloqueiam a lipoperoxidacao
através da doacao de atomos de hidrogénio aos radicais hidroxil e peroxil, formando
um radical semiquinona ou radical aroxil que pode reagir com um segundo radical
adquirindo uma estrutura quinona estavel (Figura 12), terminando assim a cadeia de
propagacéo da peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacéo (LPO) (TIWARI, 2001; BUDNI,
et al, 2007).

OH o K 0 oy K 0 ;
\ W |
Flavondide Semiguinona instavel Orto-quinona estavel

Figura 12 - Mecanismo de sequestro de EROs (R¢) por flavonéides e formacéo de estrutura
estavel. Fonte: Adaptado de Heim (2002).

Com rarissimas excec0fes, para proteger os lisossomos e outras membranas
contra o estresse oxidativo foi constatada a necessidade de no minimo duas hidroxilas
fendlicas no flavondide. Entre os flavonoides diidroxilados, destacam-se aqueles que
possuem o sistema catecol (3',4’-diidroxil) no anel B. Entre os flavondides com
multiplas hidroxilas destacam-se a miracetina, quercetina que possuem forte atividade
antioxidante quando comparadas com a-tocoferol, acido ascoérbico, b-caroteno,
glutationa (HEIM et al., 2002; BARREIROS et al., 2006).
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A planta Ouratea hexasperma possui um biflavonéide caracterizado na espécie
7"-O-metilagatisflavona (figura 13) que apresenta as caracteristicas descritas acima.
Este biflavondide possui hidroxila no anel B, juntamente com uma dupla insaturacéo
entre C2-C3, sendo essa insaturacdo, conjugada com um grupamento 4-oxo e
grupamentos hidroxila (OH), e nas posi¢cdes C4 (Anéis B); C5, C5, C7 (Anéis A).

Tornando-o uma justificativa para sua atividade antioxiante.

Figura 13 — biflavonéide isolado Ouratea hexasperma, caracteristicas antioxidantes.

Na literatura foram encontrados estudos referentes a atividade antioxidante do
género e nenhuma publicacdo sobre espécie Ouratea hexasperma e, como foi
descrita por Carbonari (2005), das fraces e extratos da Ouratea parviflora (OPEB)
apresentaram significativa atividade antioxidante in vitro, destacando-se o extrato e a
fracdo (OPEB, OP4), pois foram capazes de causar o “scavenger” de radicais DPPH,
02" e OH+ em concentragdes menores ou similares a rutina, reconhecido agente
antioxidante. Carbonari (2006), também realizou outros testes com fra¢do acetato de
etila (OP3) que ndo apresentou atividade antioxidante, provavelmente por ndo conter
compostos fendlicos. No entanto, todos os demais produtos de Ouratea parviflora
apresentaram importante efeito protetor da lipoperoxidacao, sendo que o extrato bruto
(OPEB) e a fragdo hidroalcodlica (OP4) protegeram melhor as membranas celulares
e nucleares.

O ensaio com as fragbes do Oleo fixo das sementes Ouratea fieldingiana,
mostrou eficiéncia na inibicdo e degradacdo de espécies reativas de oxigénio. Os
testes para atividade antioxidante apontaram o6timos resultados quando comparados
ao padrao rutina (PASCOAL, et al, 2014).
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Outro estudo mostrou que as biflavonas 1-4 da espécie Ouratea multifora
apresentou uma atividade antioxidante com eliminacdo de radical moderada que
causa dano celular, enquanto as biflavonas 1-3 mostraram uma eliminacéo radicalar
fraca, confirmando que a atividade antioxidante pode ser dependente do niumero de
grupos hidroxilas aromaticas livres dos compostos testados (CARBONEZI, 2007).
Além disso, o extrato metanolico de folhas de Ouratea blanchetiana apresentou um
otimo potencial antioxidante capaz de sequestrar o peroxido de hidrogénio (SOUZA,
et al, 2013).

2.7 Citotoxicidade

Grynberg, et al (2002) avaliaram os biflavondides da espécie Ouratea
hexasperma e mostraram sua atividade citotoxica contra tumor de Ehrlich, cujos
mecanismos sdo dependentes da inibicdo das topoisomerases de DNA ou ativacao
de enzimas de fase Il (enzimas de desintoxicacao (glutation-S-transferase) que sdo
importantes para o metabolismo carcinogénico. Além disso, Simoni, et al. (2002)
avaliaram a citotoxicidade de biflavondides isolados de outra espécie, Ouratea
spectabilis em células de cornea de coelho Sirc. Estes compostos apresentam
citotoxicidade entre 381,9 - 436,74ug/mL. e também foram capazes de inibir a aldose

redutase, enzima relacionada com o inicio da formacao da catarata em diabéticos.

Os biflavondides da espécie Ouratea multiflora foram testadas quanto a
citotoxicidade em relacao linhagens de linfoma de ratos (L5178) linhagem celular de
cancro de melanoma (KB) e nenhum dos compostos foram toxicos para esta linhagem
celular (CARBONEZI, 2007). Um estudo realizado com a espécie Ouratea furruginea
como agente anticanceringenos e quimioprevencao foi utilizado no ensaio da enzima
Etoxicumarina-O-Desetilase (ECOD), que € um marcador enzimatico de fase I, ja que
ECOD é catalisada por enzimas CYP (Citrocromo P 450), tais como CYP1Al,
CYP2A6, CYP2B6, e CYP2EL, e também CYP3A, em menor grau. A familia CYP 1 é
composta pelos membros 1A1, 1A2 e 1B1, que sao capazes de ativar pro-
carcindgenos e elevar a atividade de CYP1A1l, que estad associada com cancer de
colo-retal (FIDELIS, 2012). Desta forma, o autor mostrou que todas as substancias
testadas apresentaram efeitos inibitérios contra pelo menos uma das enzimas
utilizadas (ECOD e GST) (FIDELIS, et al., 2012)
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De maneira geral, Suzart (2007) resume que os biflavonéides 7"-O-
metilagatisflavona (de O. hexasperma), a amentoflavona (de O. semisserrata) e o
derivado acetilado da amentoflavona apresentaram atividade inibitoria sobre a DNA
topoisomerase humana tipo I, com potente atividade sobre a inibicdo do crescimento
de células de carcinoma de Ehrlich. No entanto, apenas a agatisflavona apresentou
atividade sobre a inibicdo da DNA topoisomerase humana tipo Il-a e inibigdo de 42%
do crescimento de células de leucemia humana K562. As biflavonas 6—6"-
begenkwanina e a 7,7"-O-dimetilagatisflavona isoladas de O.
spectabilis apresentaram atividade inibitéria sobre a enzima aldose redutase de

cristalino bovino.

2.8 Atividade Vasodilatadora

Pesquisas realizadas com os extratos hidroetandlicos de O. castanaefolia, O.
spectabilis e O. semiserrata avaliaram a atividade vasodilatadora destes extratos em
anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (VALADARES, 2003). Estes estudos
mostraram que apenas o0 extrato de caules de O. semiserrata (OS) produziu
vasodilatacdo significativa, na concentracdo de 100mg/mL. Além disso, o
fracionamento biomonitorado de OS resultou em uma fracdo enriquecida em
proantocinanidinas, que produziu a maxima vasodilatacdo, na concentracao testada
(VALADARES, 2003).

Em outro estudo, os teores totais de proantocianidinas foram determinados
para OS e para as fracdes bioativas, por espectroscopia no visivel (BRAGA et al.,
2000). Neste estudo, os autores demonstraram uma potente atividade
vasodilatadora in vitro para o extrato hidroalcodlico de caules de O. semiserrata,
juntamente com a atividade inibitéria sobre ECA (ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA) in vitro (BRAGA et al., 2000). Além disso, também se demonstrou
a dependéncia entre a atividade vasodilatadora e o teor total de proantocianidinas,
para diferentes fracdes de O. semiserrata, sugerindo a participagdo de compostos
desta classe na atividade observada (VALADARES, et al, 2003).

O extrato hidroetandlico e a fracdo acetato de etila deO.
semiserrata apresentaram efeito vasodilatador endotélio-dependente e atividade

antiipertensiva in vitro, inibindo a conversao da enzima angiotensina | (ACE). O extrato
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aguoso de Ouratea sp., contendo proantocianidina, mostrou atividade antitumoral
contra o carcinossarcoma de Walker 256 e sarcoma 180 em ratos.

Mediante as varias atividades farmacoldgicas das plantas do género Ouratea,
descritas acima, é de grande importancia avaliar o potencial antimicrobiano,
antioxidante e citotoxico in vitro da espécie Ouratea hexasperma, cujos dados
cientificos sdo escassos, embora esta planta seja bastante usada pela populagéo

tradicionalmente em varias patologias.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antibacteriana, antioxidante e citotoxicidade do extrato

etandlico da planta Ouratea hexasperma in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar caracterizacao fitoquimica preliminar do EEEOH;

e Avaliar atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, do EEEOH para obtencdo da Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM).

e Avaliar a citotoxicidade do extrato EEEOH sobre células mononucleares in
vitro.

e Avaliar a atividade hemolitica do EEEOH.

e Avaliar a capacidade antioxidante EEEOH pelo método 2, 2'-Azinobis-
(acido  3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) radical ensaio de
descoloracéo (ABTS).

¢ Quantificar teores de flavonoides no EEEOH.

e Avaliar a producdo de Oxido Nitrico (NO) e Malondialdeido (MDA) em
leucocitos humanos induzida pelo EEEOH.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta

No dia 23 de Julho de 2014 foi realizada a coleta da entrecasca da planta
Ouratea hexasperma. A localizac&o do arbusto foi determinada pelas coordenadas de
Sistema Posicionamento Geogréafico (GPS) do ponto da coleta: cuja coordenadas sao
em formato Marcador Transversal Universal (UTM) e Geogréaficas (UTM: 22N
0484191/0015373, Geografica: N 00° 08'20.7”/ W 051°08’ 31.5”) (Figura 14 - 15),
local da coleta: M/E da BR 156, Km 14, na cidade de Macapa-AP, no bioma Cerrado,
acompanhado pelo engenheiro agrbnomo do Instituto de Pesquisa cientificas e

Tecnologicas do Estado do Amapa (IEPA) Moises Silva Aradjo.
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Figura 14 — Localizacdo do arbusto da espécie Ouratea hexasperma no mapa nos pontos do
GPS. Fonte: Google maps.
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Figura 15 — Localizacdo exata do arbusto da espécie Ouratea hexasperma no mapa nos
pontos do GPS. Fonte: Google maps.

4.2 Identificacéo

A partir do material botanico coletado foram confeccionadas as exsicatas para
identificacdo e depdsito no Herbario do IEPA, de acordo com o responsavel do

Herbério, sob a identificacdo AP7668.

4.3 Obtencao dos extratos

As entrecascas (2700g) foram lavadas com &gua corrente e acrescentado
hipoclorito a 10% e secas em estufa com circulacdo de ar em temperatura de 50° C.
Em seguida, foram submetidas a moagem em moinho tipo martelo, até a obtencéo do
po. Todas essas etapas foram realizadas no laboratério de producéo de fitoterapicos
do IEPA.

Este po6 400g foi submetido a extragcdo por maceracdo a frio com solucao
etanodlica 96% na proporcdo 2:8 (p/v) durante 1 dia. Apés o processo de extracao,
seguiu-se a filtragcao e posterior concentragédo, secou-se ao ar livre e em seguida foi
pesado (Figura 16) e armazenada em freezer a -20°C até o momento de sua
utilizagéo. Esta etapa foi realizada no laboratorio de Quimica da Universidade Federal
do Para (UFPA).
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MATERIAL VEGETAL (400g)

EtOH 2:8
800mL

FRAGAO ETANOLICA (25,04g)

Figura 16 — Esquema de obtencdo do EEEOH. Fonte: Autor.

4.3.1 ANALISE FITOQUIMICA

A prospeccao fitoquimica foi realizada de acordo com BARBOSA et al, 2001. O
teste foi feito para identificar a presenca: saponinas espumidicas, acucares redutores,
polissacarideos, fendis, taninos, proteinas, alcaléides, glicosideos cardiacos,
catequinas, derivados benzoquinonas, sesquiterpenolactonas e outras lactonas, e

flavonoides entre outros.

4.3.2 DILUICAO DOS EXTRATOS

O EEEOH foi diluido em &gua destilada e Dimetil-sulfoxido (DMSO) a 10% e
homogeneizados em agitador vortex por 30 minutos. Para a realizacdo dos testes
microbiolégicos foram utilizadas as solugbes estoque da Ouratea hexasperma
(10mg/mL) e para os testes antioxidante e citotoxicidade, Oxido Nitrico e Malonaldeido
(500mg/mL) e a partir destas, foram feitas diluicdes para se chegar as concentracdes
usadas analisadas. Além disso, cada extrato foi protegido da umidade, luz e do calor,

usando-o0s somente no momento do ensaio, em ambiente estéril.

4.4 Avaliacéo da atividade antibacteriana para obtencdo de CIM e CBM

Para a avaliacdo antimicrobiana foram utilizadas Cepas de bactérias da
American Type Culture Collection (ATCC) por serem padronizadas e bem
caracterizadas genética e fenotipicamente. Os testes de atividade antimicrobiana do
EEEOH foram realizados pelo método de microdiluicho em placa de 96 pocos, de
acordo com os padrdes do National Commitee for Laboratory Standards (NCCLS).
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4.4.1 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados foram caldo Mueller-Hinton (MERCK,
Alemanha), agar Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), agar cetrimide (HIMEDIA,
india), agar nutriente (HIMEDIA, india), agar manitol (HIMEDIA, india), agar
macconkey (HIMEDIA, india) e agar sangue (HIMEDIA, india). Estes meios foram
preparados a partir de uma base desidratada disponivel comercialmente e conforme

as instrucdes do fabricante.

4.4.2 MICRORGANISMOS UTILIZADOS E MANUTENCAO DAS CEPAS

Para a atividade antibacteriana do EEEOH foram usadas cepas de referéncia
American Type Culture Collection (ATCC), bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus oxacilina resistente e Enterococcus
faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 8739 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853) obtidas a partir da colecdo do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz
(INCQS/FIOCRUZ — Rio de Janeiro). A escolha das amostras justifica-se pela
representatividade quanto as classes conhecidas por causarem infeccdes em
humanos e apresentarem alto grau de resisténcia bacteriana. As cepas foram
mantidas em agar nutriente, a temperatura ambiente, no Laboratério de Microbiologia

da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Para.

Para os ensaios, todas as bactérias foram previamente semeadas em placas
de Petri contendo meio especifico para cada bactéria, para garantia de identificacao
das espécies. O E. faecalis foi semeado em agar sangue; S. aureus e oxacilina
resistente em agar Manitol, E. coli em agar macconkey e P. aeruginosa em &gar
cetrimide. Em seguida, todas as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas em
estufa para verificacdo do crescimento, para posterior preparacéo dos indculos.
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4.4.3 PREPARO DOS INOCULOS BACTERIANOS

Para o preparo dos inéculos bacterianos foram utilizadas cepas de S. aureus
(ATCC 6538), E. faecalis (ATCC 29212), E. coli ATCC (8739) e P. aeruginosa (ATCC
25853). A obtencéo dos in6culos seguiu a norma M7-A9 vol. 32 n° 2 da “Metodologia
dos testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de

crescimento Aerdébico”.

Apés o periodo de incubacdo, 3 a 4 colénias dessas bactérias foram
selecionadas e transferidas para tubo estéril contendo 1mL de meio caldo Mueller-
Hinton. Quando necessério, realizou-se ajustes para o0 alcance da concentracdo
desejada de aproximadamente 1x108 UFC/mL, sendo compativel com a escala 0,5 de
Mc Farland. Em seguida, realizou-se a incubacédo dos tubos, cada um contendo a
concentracdo do inoculo 1x108 UFC/ml por 1 hora para alcancar o crescimento
exponencial das bactérias. ApGs esse tempo, diluicbes seriadas foram realizadas até

a obtencao do inoculo 1x10% UFC/ml (Figura 17).
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Figura 17 - Preparo das diluigbes dos in6culos bacterianos em caldo Mueller Hilton.

4.4.4 TESTE DE MICRODILUICAO

Foi utilizado a metodologia descrita por Eloff, 1998 e Mendes, et al, 2011 do
método de microdiluicdo o qual utiliza microplaca com 96 pocos. Os extratos diluidos
foram colocados em cada poco da microplaca uma aliquota de 100uL de cada
concentracdo foi adicionada juntamente com 100uL de inoculo bacteriano (1x103
UFC/mL), obtendo concentragbes de: 5-0,19 mg/mL. Cada ensaio foi realizado em
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duplicata para cada concentracdo de extrato acima descrita e cada bactéria testada.
Como controle negativo foi utilizado o DMSO 10% (solvente) e para controle positivo,
o antimicrobiano comercial cloranfenicol contra bactérias gram-positivas (250 pg/mL)
e a penicilina-estreptolisina para bactérias gram-negativas (10000unit/10mg). Ao final

deste processo a microplaca foi incubada a 35°C por 24 horas (Figura 18).
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Figura 18 — Esquema de distribuicdo das concentra¢des dos extratos na microplaca, incluindo
os controles positivo (+) e negativo (-) e Indculo (1). Fonte: Autor.

4.4.4.1 Obtencdo da Concentracgao Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) € considerada como a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano que impedira o crescimento visivel de um
micro-organismo em testes de sensibilidade ou de pelo menos 50% do micro-
organismo avaliado (efeito bacteriostatico). Para a obtencdo de CIM neste estudo foi
utilizado o parametro da mudanca de coloracéo obtida no teste colorimétrico utilizando
a resazurina (MONTEIRO et al 2012), sendo esse um parametro para avaliar a
poténcia in vitro da amostra testada (MENDES, 1997; CLSI, 2009).

A resazurina é um corante que apresenta uma coloracao azul, utilizada como
referéncia em testes de viabilidade celular, em contato com as células viaveis sofre
uma redugédo, sendo transformada em resofurina e mostrando uma coloragao rosa.
(ALVES et al 2008; MONTEJANO et al 2005) (Figura 19).
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Figura 19 - Mudanca na estrutura quimica da resazurina apos reacao de reducdo ao entrar em

contato com células viaveis. Fonte: (MEYER et al, 1979).

Para isso, ap6s o termino do tempo de incubacdo da microplaca foram
acrescentados 30uL de resazurina a 0,01% cada po¢o. Um periodo de 3 horas foi
necessario para a reacao com a resazurina e entdo se partiu para a interpretacédo dos

resultados para identificacdo do CIM que foi observada visualmente.

4.4.4.2 Determinacdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

A CBM é a menor concentracdo de um agente microbiano capaz de matar 99
a 100% dos micro-organismos testados. A CBM foi obtida a partir da técnica de
contagem das unidades formadoras de colbnias (UFC).

Para a obtencdo do CBM, 10uL de cada poco, com resultados efetivo de
atividade antimicrobiana, contendo diferentes in6culos bacterianos e EEEOH foram
semeados em placas de petri contendo Agar Mueller-Hinton (AMH), em seguida
incubados por mais 24 horas a 37°C para posterior leitura das UFC (Figura 20).

Todos os ensaios foram realizados com o controle positivo, 0 antimicrobiano
comercial cloranfenicol foi utilizado em bactérias gram-positivas na concentracéo de
250 pg/ml, ja para bactérias gram-negativas, penicilina-estreptolisina foi o antibiético

de escolha para controle de positivo, na concentragdo 10000unit/10mg.
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Figura 20 — Esquema sintetizado da metodologia utilizada na determina¢cédo do CIM e CBM.

4.5 2, 2'-Azinobis- (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) radical ensaio
de descoloragcéo (ABTS)

O ensaio de descoloracdo do radical livre utilizando 2, 2'-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-Acido-6-sulfénico (ABTS) do EEEOH e controles foram
realizados com leitura em espectrofotometro. ABTS radical livre foi gerado em 75%
solucdo de metanol por mistura de solucdo de ABTS a 7mM de concentracdo e
persulfato de potassio a 2,45 mM, e colocada no escuro durante 12-16h a temperatura
ambiente. Para o ensaio, a solugdo ABTS foi diluida a faixa de valor de absorcéo de
0,70 £ 0,02 em 734 nm e equilibrada a temperatura ambiente. Uma aliquota de 30uL
nas concentrac¢des de 10, 25, 50, 100, 250 e 500mg/mL de EEEOH e controle (Trolox)
foram adicionados a 2970uL de ABTS e a absorvancia foi lida apds 5 min apés a o

contato entre os reagentes.

4.6 Determinacfes de flavonoides totais pelo método colorimétrico de cloreto

de aluminio

Método colorimétrico, com pequenas modificacdes foi usado para determinar o
conteudo total de flavonoides em diferentes concentragfes dos EEEOH como descrito
por Hossain (2011).
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Para determinacéo dos flavonadides total foi utilizado o método colorimétrico de
cloreto de aluminio. Preparou-se, quantitativamente, uma solugdo 500ug/mL da
amostra em metanol em que foram misturados 1mL de metanol, 1 mL da solugcéo do
extrato Img/mL. Para o ensaio foram utilizados diferentes concentracdes dos extratos
partido da solu¢cdo méae de 500 pg/mL, que foram acrescentados uma aliquota de 40pL
em 200 pL de solugéo de AlClza 10 %, 200 pL de solugdo de NaCOs a 15 % e 5 mL
de agua ultrapura (Pure Lab, Ultra, ELGA, Bucks, UK). Incubou-se por 30 minutos a
temperatura ambiente e protegida da luz. A absorbéncia foi determinada no
equipamento Elisa, no comprimento de onda 415 nm. A curva de calibracdo foi
preparada com solucbes de quercetina 0,64 a 40,00pg/mL. A quantificacdo de
flavondides foi determinada a partir da equacdo de regressdo de calibracdo y=

0,0214x + 0,0293, R2 = 0,9932. As analises foram realizadas em triplicata.

4.7 Atividades hemoliticas e citotoéxicas

4.7.1 COLETA DO SANGUE

Participaram do presente estudo 12 individuos de ambos os sexos, faixa etéaria
de 20 a 30 anos, saudaveis. Foram realizados o esclarecimento sobre a pesquisa e
os voluntérios assinaram o Termo de Consentimento de Livre Esclarecimento (TCLE)
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal do Para
(apéndice), com o parecer numero 1.090.857. Foram colhidos 20mL de sangue
venoso, por técnico especializado do laboratério da UFPa, para a realizacdo dos
testes de citotoxicidade, dosagem de NO, MDA e hemdlise.

Para o tratamento, foram preparadas solucfes para medi¢cdes de NO, MDA e
hemdlise nas concentragdes do EEEOH 10, 25, 50, 100, 250 e 500mg/mL, partindo
de solugdes-méae de 500mg/mL.

4.7.2 CULTURA DE CELULAS - PBMC HUMANO

Nos ensaios foram utilizados as Células Mononucleares do Sangue Periférico
(PBMC) que séo constituidos de linfocitos, neutréfilos, mondcitos e macrofagos. Para

o cultivo desse tipo célula, foram coletados 20mL de amostra sanguinea em tubo
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falcon de 15mL estéril com EDTA, distribuidos o sangue em quatro tubos falcon com
5mL cada, ap0s isso foi adicionado solugéo salina proporcionalmente ao volume de
sangue completando 10mL. Em um novo tubo falcon, foi adicionado 3mL de Ficoll
Histopaque para separacéo das células PBMC e preenchido com mistura do tubo com
10mL de sangue e solugéo salina, em seguida centrifugada durante 30min a 3000
RPM. Logo apos, o plasma foi descartado e a camada de leucdcitos foi transferida
para um tubo falcon, onde foi adicionado PBS 1X e levado novamente para a
centrifuga por 5 minutos a 1200 RPM. O sobrenadante foi descartado e adicionado o
meio de cultura RPMI. Em seguida, as células foram contadas em camara de
Neubauer em solucédo de Turk.

4.7.3 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada pelo método com MTT, que se baseia
na reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) em
MTT-formazan, pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-desidrogenase, de
acordo com a metodologia descrita por Mosman et al. (1983). Para isto, apds a
obtencao de PBMC’s Humano e a contagem, as células foram distribuidas em placas
de microdiluicdo de 96 pocos, de fundo U, juntamente com diferentes concentragdes
de extrato etandlico (10, 25, 50, 100, 200 e 500mg/mL) diluidas em DMSO 10%. Os
testes foram realizados em triplicata e Tryton 10% foi usado como controle positivo e
o solvente DMSO 10% como controle negativo, e posteriormente a placa foi incubado
por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de COo..

Apbs 24h de incubacao foram adicionados 20uL de MTT concentracao mg/mL
em todos o0s pocos utilizados e incubou-se novamente por 3 horas, em estufa de CO:2
a 37°C. Passado o periodo de incubacéo foi adicionado 40uL de HCI 6N-isopropanol
e incubado overnight na estufa de CO2. No dia seguinte foi realizado a leitura em
Leitora de ELISA a 550nm. Apds esse periodo, as absorbancias foram determinadas
em leitora espectrdmetro de placa, e utilizadas na seguinte equacao:

% inibicAdo = (absorbancia do controle negativo — absorbancia da amostra/

absorbancia do controle negativo) x 100.
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Nesse mesmo ensaio também foi possivel avaliar a CC50 (concentracao
inibitéria capaz de matar 50% das células). Esse valor foi calculado através de uma
regressao linear (NASCIMENTO, 2009).

4.7.4 ENSAIO HEMOLISE (MEMBRANA ESTABILIDADE)

A enzima lisossomal liberada durante a inflamacéo produz uma variedade de
desordens. A atividade extracelular destas enzimas é dita para ser relacionado a
inflamacé@o aguda ou crénica. As drogas néo esterdides agirdo por inibicdo destas
enzimas lisossomais ou estabilizando a membrana lisossomal. Desde células
vermelhas do sangue humano periférico em que sua membrana celular € semelhante
a membrana lisossomal, o estudo foi realizado para verificar a estabilidade da
membrana do sangue periférico frente a diferentes concentracdes dos extratos de
prever a atividade anti-inflamatoria em vitro. Os varios extratos, na concentracao de
10 — 500mg/mL, respectivamente, foram incubados separadamente com lavadas e
centrifugadas com solugédo PBS (VARADARASU, M et al, 2007).

Cinco mililitros de sangue foram centrifugados, foi realizado a lavagem dos
eritrocitos, do qual foi retirado a papa de hemacias foi submetida a trés lavagens e
ressuspensas em 50mL de PBS. Desta solugéo foram retirados 1900uL e colocados
em tubo, completando o volume de 2000uL com solugdes contendo 10, 25, 50, 100,
250 e 500mg/mL do EEEOH, como controle positivo foi utilizado o triton X 10%. E a
hemolise promovida foi avaliada pela liberacdo de hemoglobina pelas células
(suspensao de eritrocitos 5%) apos 2 horas e meia de incubacdo em 37°C, a fim de
retirada do plasma. ApGs esse tempo, centrifugou-se e o sobrenadante foi retirado
para avaliacdo por espectrometria em comprimento de onda de 640nm. A atividade
hemolitica foi expressa utilizando-se como referéncia a medida espectrofotométrica
obtida do sobrenadante do controle positivo (Figura 21) (VISSERS et al., 1998; YANG
et al., 2006).
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5mL sangue papa de hemacias ressuspensas
centrifugado 3X lavagens PBS 50mL de PBS

[1500, 200, 100, 50, 25 e 10mg/mL do extrato retirados 1900uL
bruto etandlico da entrecasca da Ouratea +
hexasperma 100uL
Controle positivo: triton X a 1%

avaliacdo por

espectrometria em centrifugou-se e o Em seguida, as amostras
. X : o
comprimento de sobrenadante foi foram incubadas a 372C
onda de 640nm retirado por duas horas.

Figura 21 — Esquema da metodologia utilizada no ensaio de hemdlise.

4.7.5 DOSAGEM DE NO

O o6xido nitrico (NO) foi mensurado como nitrito (NO2). PBCM (2x10° em um
volume final de 0,2 mL de meio RPMI) foram incubados por 24 h, na presenc¢a ou nao
do EEEOH, nas concentragdes de 500, 250, 100, 50, 25 e 10mg/mL. A concentracéo
de nitrito foi mensurada pela reacdo de Griess. Volumes iguais de sobrenadante do
cultivo celular e o reagente de Griess foram incubados por 10 min a temperatura
ambiente e absorbéncia foi mensurada a 550nm. A concentragdo de NO2 foram
determinadas de uma curva-padrdo feita com NaNO: (Figura 22) (STUEHR e
MALETTA, 1985). A medida de NO pela reacdo de Griess € uma medida indireta,
através da avaliacédo de seus metabdlitos estaveis, nitrato (NO3) e nitrito (NO2). Esta
metodologia pressupde a reducao prévia do nitrato a nitrito, utilizando-se a enzima
nitrato redutase ou cadmio e a posterior determinacao do nitrito pela reagéo de Griess
(TSIKAS, 2007).
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Figura 22 — Esquema sintetizado da metodologia utilizada na determinag&o NO.

4.7.6 DETERMINACAO DE MDA

Foi utilizada a metodologia adaptada de Ohkawa et al (1979). Uma aliquota de
100pL de plasma foi adicionada as solucdes de &cido tricloroacético a 10% p/v e acido
tiobarbitarico a 1% p/v e a mistura foi levada a banho-maria por 1h, a 90°C. Em
seguida esperou resfriar e foi adicionado 4mL de alcool butilico. ApGs se levou ao
agitador automatico e centrifugacao por 10min a 2500 rpm, o sobrenadante foi lido em
espectrofotdmetro na faixa de 530nm. Os valores de absorbancia foram aplicados em
curva padréo de malondialdeido para determinacao das concentracdes do analito. Os

resultados foram expressos em nmol MDA/mL de plasma (Figura 23).
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Os resultados foram expressos em
nmol MDA/mL de plasma.

aliquota de
100 pl de curva padrao de
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+
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Figura 23 — Esquema da metodologia utilizada na determinacdo de MDA.

As substancias reativas ao acido 2-tiobarbitirico sdo normalmente formadas
pela quebra dos acidos graxos insaturados formando hidroperoxidos, os quais podem
originar compostos contendo grupamentos carbonilicos, sendo o principal composto
gerado, o malonaldeido (TARLADGIS; WATTS; YOUNATHAN, 1960), que reage com
o &cido 2-tiobarbitarico, permitindo a quantificacdo da reacdo de oxidacédo lipidica.

Segue abaixo na figura 24 a reacao entre o acido 2-tiobarbitarico e o malonaldeido.
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Figura 24 - Reacao entre o acido 2-tiobarbitirico e o malonaldeido. Fonte: OSAWA; FELICIO
e GONGALES (2005).

4.7.7. ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica foi feita usando GraphPad Prism, para analise pelo teste

ANOVA uma via, seguida do teste de Tukey, os resultados foram expressos em média

* desvio padrao e considerados estatisticamente significativos para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencéo dos extratos

O po da entrecasca foi pesado 400g do material vegetal da planta e realizado
o procedimento de extragdo, obtendo 25,049 de extrato etandlico que corresponde a
6,26% de rendimento, valores que sdo bons para producdo de fitoterdpicos e

pesquisa.

5.1.1 ANALISE FITOQUIMICA

A analise fitoquimica foi realizada para determinar os metabolitos secundérios
gue estédo presentes no EEEOH, e obtivemos os seguintes resultados demostrados

na tabela 02:

Tabela 02 — Classes de metabdlitos secundarios encontrados no EEEOH.

CLASSES DE METABOLITOS EXTRATO ETANOLICO

ACUCARES REDUTORES +
FENOIS E TANINOS +
POLISSACARIDEOS NA
FLAVONOIDES +
ALCALOIDES +
CATEQUINAS +
SAPONINAS +

ND — NAO DETECTADO; + POSITIVO. Fonte: Autor.

5.2 Avaliacédo da atividade antibacteriana
5.2.1. BACTERIA GRAM-POSITIVA: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Foi realizado o teste com a bactéria gram positiva Staphylococcus aureus

ATCC 6538, foi observado o CIM e CBM do EEEOH na concentragéo de 1250ug/mL
(Figura 25).
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CONTROLE + CONTROLE -

CLORAFENICOL O, 05 mg/mL DMSO 10% CALDO MUELLER HINTON

2500nug/mli 1250ug/mL 625 pug/mil

5000mg/mli

312,Sug/mL

de 1250ug/mL. (+ CONTROLE POSITIVO; - CONTROLE NEGATIVO; | — INOCULO)

Figura 25 — Bactéria Staphylococcus aureus (Gram positiva), obtencédo do CIM e CBM, idénticos no valor

5.2.2 BACTERIA GRAM-POSITIVA: Staphylococcus aureus OXACILINA
RESISTENTE

A bactéria apresentou CIM no valor de 2500ug/mL e néo foi possivel determinar

o CBM, porque o extrato bruto ndo conseguiu eliminar e nem parar o crescimento

dessa bactéria, todavia, 0 CBM possivelmente se encontram acima de 5000ug/ml,

limite testado nesse experimento (Figura 26).

CONTROLE + CONTROLE - INOCULO

2500ug/ml 1250ug/mi 625ug/mli

de 5000pg/mL. (+ CONTROLE POSITIVO; - CONTROLE NEGATIVO; | - INOCULO)

Figura 26 — Bactéria Staphylococcus aureus oxacilina resistente (Gram positiva), obtengcdo do CIM no
valor de 1250ug/mL, ndo foi possivel determinar o CBM dentro do limite do extrato Ouratea hexasperma
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5.2.3 BACTERIA GRAM-POSITIVA: Enterococcus faecalis ATCC 29212

Foi realizado o teste com a bactéria gram positiva Enterococcus faecalis ATCC
29212, o CIM foi observado na microplaca na concentracdo de 625ug/mL e CBM foi
de 1250ug/mL do EEEOH (Figura 27).

CONTROLE + CONTROLE - ”INO'CULO

! ZSOOug/mL 1250ug/mL 625ug/mL

Figura 27 — Bactéria Enterococcus faecalis (Gram positiva), obtencéo do CIM e CBM, respectivamente no
valor de 625ug/mL e 1250ug/mL (+ CONTROLE POSITIVO; - CONTROLE NEGATIVO; | — INOCULO)

5.2.4 BACTERIA GRAM-NEGATIVA: Escherichia coli ATCC 8789

Foi realizado o teste com a bactéria gram negativa Escherichia coli ATCC 8789,
nesse tipo de bactérias com o EEEOH néo inibiu o crescimento da Escherichia coli
ATCC 8789, assim néo foi possivel observar o CIM e CBM tanto na microplaca, que
mostrou células viaveis pelo método da rezasurina, e na determinacdo do CBM, as
maiores concentracdes (5000 a 2500ug/ml) houve crescimento bacteriano nas placas
de petri (Figura 28).

CONTROLE -

Figura 28 — Bactéria Escherichia coli (Gram negativa), ndo foi possivel determinar o CIM ou CBM
dentro do limite do extrato Ouratea hexasperma de 5000pg/mL.
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5.2.5 BACTERIA GRAM NEGATIVA: Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853

Foi realizado o teste com a bactéria gram negativa Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25853, observa-se que o CIM foi obtido na concentracéo de 2500ug/mL, similar
ao valor encontrado para o CBM, como observado na figura 21.

A CONTROLE + CONTROLE - INOCULO

5000ug/mli 2500ug/ml 1250ug/ml

Figura 29 — Bactéria Pseudomonas aeruginosa (Gram negativa), obtencdo do CIM e (;BM, no valores
idénticos de 2500ug/mL (+ CONTROLE POSITIVO; - CONTROLE NEGATIVO; | — INOCULO).

Os resultados estdo sumarizados na tabela 03, observando-se que o EEEOH
apresentou atividade antimicrobiana satisfatéria contra bactérias gram positivas, com
valores de CIM de 625 e 1250ug/ml e, para E. faecalis e S. aureus, respectivamente.
No entanto, ndo mostrou a mesma atividade frente ao isolado clinico de S. aureus
oxacilina resistente, cuja CIM foi obtida em 2500ug/ml. Quanto as bactérias gram-
negativas, o extrato ndo mostrou atividade contra E. coli, obtendo valor de CIM e CBM
acima de 5000ug/ml, mas para a P. aeruginosa, o CIM e CBM foi obtido na

concentragdo de 2500ug/ml.
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Tabela 03 — Concentracao inibitéria minima e concentracdo bactericida minima do EEEOH

5000 pg/mL.
Bactérias CIM (ug/mL)  CBM (pg/mL)

o S. aureus ATCC 6538 1250 1250
E =
s = E. faecalis ATCC 29212 625 1250
O o

< S. aureus OXACILINA RESISTENTE 2500 > 5000

< E. coli ATCC 8739 > 5000 > 5000
g
0o 3 P. aeruginosa ATCC 25853 2500 2500

c

5.4 Citotoxicidade e Hemodlise

Os dados de citotoxicidade e hemolise mostraram um efeito dose dependente
do extrato etandlico da planta Ouratea hexasperma frente a estes tipos celulares, visto
que guanto maior a concentracao do extrato maior foi a sua atividade citotdxica (Figura
30a) e hemolitica (Figura 30b). No entanto, também € possivel observar que extrato
mesmo na maior concentracdo (500 mg/mL) apresentou baixa citotoxidade, sendo
capaz de lise celular de somente 10% leucocitos e 15% de hemacias. Além disso, por
regressao linear se obteve a concentracao citotoxica capaz de matar 50% das células
(CC50%), cujo valor foi de 2231,5mg/mL, confirmando que o extrato bruto tem baixa
citotoxicidade frente a leucocitos humanos, nas condi¢des testadas.

Os resultados de citotoxicidade (inibicdo celular) para o extrato bruto foram
ajustados pela seguinte equacéo: Y=0,0002x + 0,0537, com um R?=0,9326. Portanto,
obtivemos uma concentragcéo de Cs0=2231,5mg do extrato bruto uma diminuicao de

50% na viabilidade celular.
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Figura 30 — Efeito citotéxico e hemolitico extrato etandlico da planta Ouratea hexasperma. A
citotoxicidade de leucdcitos humanos foi avaliada pelo método de reducdo do
tetrazolium (MTT). Para isto, as células foram incubadas a 37°C por 24h e a
viabilidade foi avaliada em absorbancia de 550nm. No ensaio de hemdlise, os
eritrécitos foram incubados por 2 horas com diferentes concentracdes dos
extratos, e a leitura foi feita em absorbancia de 640nm.

5.5 Atividade Antioxidante

No ensaio antioxidante utilizando o radical 2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) (ABTS™), os EEEOH apresentaram elevada atividade antioxidante
equivalente ao Trolox, ndo havendo diferenca na capacidade antioxidante (TEAC)
entre as concentra¢des do extrato testadas (Figura 31).

Os resultados de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) para
0 extrato bruto foram ajustados pela seguinte equacao: y = 0,3297x + 0,0014, com um
R?=0,9997.
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Figura 31 — Atividade antioxidante do extrato etandlico da planta Ouratea hexasperma. Anélise
da capacidade antioxidante total através do método espectrofotométrico de
descoloragdo do radical ABTSe+ (2,2"azino-bis-3-etilbenzotiazolin 6-acido
sulfénico) - TEAC.

5.6 Quantificagdo Teores de Flavonoides totais

Para a determinacdo de teores de flavonoides totais foram utilizadas as
concentracfes de 0,62ug - 40ug/mL do EEEOH. A figura 32 mostra um efeito dose
dependente para os teores de flavonoides totais (TFT), visto que quanto maior a
concentracdo do extrato mais elevada foi a proporcéo de flavonoides no extrato. O
resultado demonstrou que EEEOH apresentou valores de 1464ug/lg + 264,46
equivalente a quercetina/g. Os teores de flavonoides totais para o extrato bruto foram
ajustados seguido a equacdo: Y=0,0214x+0,0293, R? = 0,9932 equivalente a

quercetina.
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Figura 32 — Quantificacdo de Teores de flavonoides totais do extrato etandlico da planta
Ouratea hexasperma pelo método colorimétrico de cloreto de aluminio.

5.7 Producéao por NO induzido pelo EEEOH in vitro

Para avaliar a producéo de NO induzida pelo EEEOH, PBMC foram incubados
com diferentes concentracdes do extrato (10, 25, 50, 100, 250 e 500mg/mL) e ap0s
24 horas, o sobrenadante foi coletado para as dosagem deste mediador in vitro. De
acordo com esses resultados, figura 33, verificou-se que o EEEOH somente foi capaz
de induzir a producdo de NO a partir da concentracdo de 250 e 500mg/mL. Para
comprovacdo deste efeito também foi realizado este ensaio com o EEEOH
diretamente, sem sua incubacdo com a cultura de célula. Neste ensaio também foi
observado que as concentracdes de 250 e 500mg/mL foram positivas para nitrato e
nitrito, mostrando que este extrato interferiu na reacéo de Griss devido a sua coloragéo
escura.

Os resultados do Oxido nitrico para o extrato bruto foram ajustados seguindo a
equacao: Y=0,0079x + 0,0116, com um R2 = 0,987.



60

2 |

et
e

oo
et
——
oottt

atopets
SN P S S . S .
' L) L

Célula + O. hexasperma (mg/mL) O. hexasperma

Figura 33 — Producéo de NO induzido pelo extrato etandlico da planta Ouratea hexasperma.

Os leucdcitos foram incubados com diferentes concentracdes do extrato, em seguida foram incubadas

a 37°C, por 24h. O sobrenadante foi coletado para a dosagem de NO.

5.8 Producao por MDA induzido pelo EEEOH in vitro

Para avaliar a producdo de MDA induzida pelo EEEOH, PBMC foram incubados
com diferentes concentra¢des do extrato (10, 25, 50, 100, 250 e 500mg/mL) e apo6s
24 horas, o sobrenadante foi coletado para as dosagens destes mediadores in vitro.
De acordo com esse resultado, observado na figura 34, nenhuma concentracao
testada induziu aumento de MDA quando comparado ao controle negativo (RPMI),
confirmando a baixa citotoxicidade do extrato in vitro.
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Figura 34 — Producédo de MDA induzido pelo extrato etandlico da planta Ouratea hexasperma.
Os leucdcitos foram incubados com diferentes concentracdes do extrato, em
seguida foram incubadas a 37°C, por 24h. O sobrenadante foi coletado para a
dosagem de MDA.
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6 DISCUSSAO

Na entrecasca da espécie Ouratea hexasperma, com sua coloracao
intensamente vermelha foram encontrados compostos polifendlicos, tais como o0s
metabdlitos secundarios: taninos, flavonoides e saponinas, que foram comprovados
pelos testes fitoquimicos. Dentre estes componentes, 0S constituintes quimicos
frequentemente encontrados no extrato dessa planta séo os flavonoides e taninos.
Corroborando, estudos de Fidélis (2011) também detectaram a presenca de
flavonoides e taninos em suas amostras, sugerindo que a presenca dessas
substancias pode ser indicativa de possivel acdo farmacoldgica, como atividade

antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria.

Os taninos por serem fendlicos sdo muito reativos quimicamente, formam
pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares. Um mol de taninos pode ligar-se a doze
moles de proteinas (MELLO e SANTOS, 2001; CHUNG et al, 1998; BIANCO e
SAVOLAINEN, 1997; VICKERY e VICKERY, 1981; COUTINHO, 2013). Estes
compostos sdo facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais especificas
guanto por influéncia de metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona o0 escurecimento
de suas solugdes (MELLO e SANTOS, 2001; COUTINHO, 2013). Portanto, os taninos
sdo compostos fendlicos e seus derivados também sdo considerados como

antioxidantes primarios ou sequestrantes de radicais livres (RAVELLI, 2011)

Substancias ricas em taninos ja eram conhecidas desde a antiguidade por suas
reacfes com sais metalicos. Hoje, sabe-se que os polifendis tém a propriedade de
formar complexos com ions metélicos como ferro, vanadio, magnésio, aluminio e
calcio. Devido a importancia destes ions nos processos bioldgicos, principalmente do
ferro, suas associacfes com os polifendis resultam numa menor disponibilidade de

ions para o metabolismo microbiano (HASLAM,1996).

Contudo, a escolha da parte para avaliacdo farmacologica tem papel
fundamental na verificacdo das atividades esperadas, pois o contetdo de taninos varia
com parte aérea da planta, com também, a espécie vegetal, podendo ocorrer
diferencas genéticas dentro de uma mesma espécie, possibilitando a selecdo de
variedade de acordo com o desejado (MAASS, 1996).

Essas inUmeras atividades farmacoldgicas dos taninos supostamente estao

ligadas as caracteristicas gerais da classe, independente se sao hidrolisaveis ou
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condensados; visto a capacidade de sequestrar radicais livres e atuar como
antioxidante; complexar-se com ions metalicos (manganés, o ferro, o vanadio, o
aluminio, o cobre, o célcio, dentre outros) e também com macromoléculas
(polissacarideos e principalmente proteinas) (MONTEIRO; ALBUQUERQUE;
ARAUJO, 2005; SANTOS; MELLO, 2007).

Nesse sentido, nossos dados mostraram que EEEOH apresentou atividade
antibacteriana frente aos micro-organismos pesquisados, principalmente bactérias
gram-positivas. Varios estudos relatam que esta acdo antimicrobiana pode ser devido
a presenca dos taninos. Com isso, Scalbert (1991) sugere trés possiveis mecanismos
de acdo dos taninos sobre os micro-organismos: i) a primeira pressupde que 0S
taninos inibem enzimas bacterianas e fangicas, e/ou se complexem aos substratos
dessas enzimas; ii) a segunda inclui a acdo dos taninos sobre as membranas celulares
dos micro-organismos alterando o seu metabolismo; e iii) a terceira se fundamenta na
complexacao dos taninos aos ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions

essenciais para o metabolismo microbiano.

A formacdo dos complexos taninos com substratos de enzimas bacterianas
pode ser devido a pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e
determinados sitios das proteinas, levando uma estabilidade duradoura entre estas
substancias. Para a formacéo destas ligacdes € necessario que o peso molecular dos
taninos esteja compreendido entre limites bem definidos; se este é demasiadamente
elevado, a molécula ndo pode se intercalar entre os espacos interfibrilares das
proteinas ou macromoléculas. Por outro lado, se peso molecular dos taninos é muito
baixo, a molécula fendlica se intercala, mas ndo forma um numero suficiente de
ligacbes que assegure a estabilidade da combinacdo (BRUNETON, 1991). Outro
mecanismo da acdo de taninos na membrana celular de micro-organismos e
organelas celulares € mediado pela modificacdo na integridade de membranas na
presenca de &cido taninico (SCALBERT, 1991), sugerindo que tais mecanismos

sejam responsaveis pelas suas propriedades bactericidas.

Porém vale ressaltar que os taninos podem formar complexos reversiveis ou
irreversiveis, dependendo do estado de oxidacdo dos mesmos. As complexacdes
reversiveis se formam a partir das ligacdes de hidrogénio que ocorrem entre a hidroxila
presente nos taninos com a amida das proteinas, e também por meio de interacdes

hidrofébicas onde a porcdo aromatica dos taninos interage com as cadeias laterais
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alifaticas ou aromaticas dos aminoacidos, tal fato s6 ocorre com taninos ndo oxidados
(SANTOS; MELLO, 2007).

Além disso, outros estudos confirmam com nossos dados, mostrando que os
taninos apresentam melhor acéo contra bactérias Gram positivas. Tal fato explicasse
por estas bactérias possuirem uma estrutura de parede celular quimicamente menos
complexa e com menor teor lipidico, quando comparado as Gram negativas,
favorecendo assim a atuacao dos taninos (KHAN et al., 2001; SRINAVASAN et al.,
2001; CIMANGA et al., 2002; LOGUERCIO, 2005). Nesse sentido, compostos
lipossoluveis tem maior capacidade de atravessar as membranas por processo de
difuséo passiva. Desta forma, como o EEEOH possui compostos que lhe confere
baixa polaridade, jA& que o solvente utilizado para carreamento das moléculas foi o
alcool etanol de densidade entre 0,803 a 0,808g/L (ANVISA, 2010), ha grande
possibilidade destas substancias terem atuado na parede celular, possibilitando sua
desorganizacdo e provocando a lise bacteriana, principalmente das bactérias gram
positivas. Como relatado anteriormente, varios estudos ja relataram que a atividade
antimicrobiana de taninos € através da inibicdo do sistema enzimatico que leva ao
rompimento da parede celular bacteriana, assim como pode inibir a formagao da
parede (SILVA et al, 2007). Apesar dos gram-negativos possuirem camada de
peptidoglicano mais fina, porém mais complexas, nossos dados mostraram que 0

EEEOH foi pouco eficaz sobre as bactérias gram-negativas.

Por outro lado, como modo de sobrevivéncia, os micro-organismos usam de
mecanismos de escape contra a acao antibacteriana dos compostos taninicos, como
no caso, das bactérias E. coli e Staphylococcus aureus OXACILINA RESISTENTE.
Dentre os mecanismos de defesa que permitem o crescimento de alguns micro-
organismos em ambientes ricos em taninos encontram-se: a secre¢ao de polimeros
capazes de se ligarem aos taninos, a producao de enzimas resistentes, a oxidagcao e
a biodegradacdo de taninos (SCALBERT, 1991). Além disso, alguns micro-
organismos podem secretar polimeros com alta afinidade por taninos, com estes
podem se combinar e assim leva-los para fora das células. Desta maneira, 0s taninos
se tornam indisponiveis para se combinarem com as enzimas essenciais para o
desenvolvimento do micro-organismos. Outros micro-organismos também sé&o

capazes de se desenvolverem em cultura pura, onde as Unicas fontes de carbono séo
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compostas de taninos, indicando assim a ocorréncia de biodegradagéo (CARVALHO,
2002).

Em relacdo a concentragdo do EEEOH, n&o existe um consenso sobre o nivel
aceitavel para extratos de materiais vegetais quando comparados com antibioticos
padrdes. Alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibiéticos
conhecidos desde que se trabalhe com uma fracao ja determinada (ALIGIANIS et al.,
2001). No entanto, a atividade antimicrobiana do EEEOH foi interpretada e
considerada ativa ou nao, conforme 0s seguintes critérios que foram padronizados por
MITCHER et al., 1972; ALLIGIANAIS et al.; 2001; HOLETZ et al.; 2002; HOUGHTON
et al.; 2007: concentracfes entre 50-500ug/ml sdo consideradas excelentes/étimas
com atividade antibacteriana, valores de 600-1500ug/mL séo avaliadas com atividade
moderada, enquanto que > 1500ug/mL é dito como produto inativo. Nesse sentindo,
nossos dados de EEEOH contra bactérias gram positivas: E. faecalis (625ug/ml) e S.
aureus (1250upg/ml) mostraram que 0 extrato apresentou uma atividade
antimicrobiana moderada. No entanto, o EEEOH foi inativo frente as bactérias gram

negativa P. aeruginosa e E. coli.

Outros metabdlitos observados no extrato etandlico da planta Ouratea
hexsaperma sdo os flavonoides, que ja foram relatadas por varios autores, por
apresentarem  atividades  antioxidante, anti-inflamatérios,  antimicrobiana,
anticancerigeno e anti-alérgico. Atualmente, estudos demonstram que extratos
etandlicos de plantas causam inibi¢édo tanto de bactérias quanto de fungos, também,
sendo que esta atividade esta relacionada a estes compostos fendlicos (SHAN et al.,
2007).

Nosso estudo foi direcionado, também, para um dos mais importantes
causadores de dano celular, em sistemas aerdbicos vivos, as espécies oxidativas que
sdo geradas endogenamente em processos tais como: a fosforilacdo oxidativa em
mitocondrias, oxidases hepéaticas de funcédo mista, a fagocitose microbiana, xantina
oxidase atividade, catdlise de metal de transicdo, drogas e metabolismo de
xenobidticos (BUDNI et al, 2007). Nesse sentido, Espécies reativas de Oxigénio
(ROS) séo geradas dentro da célula, com menos chance de atingir o espaco
extracelular do que se fossem geradas por uma NAD(P)H-oxidase na membrana
plasmatica, que libera seus produtos no meio extracelular, como ocorre com 0s
leucdcitos (MAIA, M. S.; BICUDO, S.D, 2009). Um dos componentes celulares que
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podem ocasionar a producdo de ROS sdo os eicosandides, além, dos leucécitos
ativados aumentam o0 metabolismo oxidativo através da conversdo do oxigénio
molecular em intermediarios reativos do oxigénio, processo chamado de “burst”
(exploséo) respiratorio.

O estresse oxidativo e, portanto, de ROS desempenha um papel importante na
modulacdo de vérias funcdes fisioldgicas, mas também é responséavel por alteracdes
gue podem ser prejudiciais para as células (DROGE, 2002; SALVADOR, 2009). ROS
tem a funcao de contribuir para os danos celulares, a apoptose e a morte celular, mas
também envolvido na regulacdo da expresséo de genes controlando a transducgéo do
sinal através da participacéo direta na sinalizacao celular, e/ou modulagéo de estado
redox da célula (FINKEL, 1998; DALTON et al, 1999).

A geracdo das espécies reativas de oxigénio ocorre através da ativacdo de uma
enzima oxidase (NADPH oxidase) que reduz o oxigénio, formando o anion superoxido
(O2). O anion superdéxido é convertido em peroxido de hidrogénio (H202),
principalmente por dismutacdo espontanea. O H20: pode ainda formar o radical
hidroxila (OH), altamente reativo (BABIOR, 1984; BAUMANN e GAUDIE, 1994;
FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005; RUTKOWSKI et al., 2007; MANEA, 2010).

A atuacdo dos antioxidantes, exposto por Ramalho e Jorge (2006), ocorre
quando o atomo de hidrogénio ativo do antioxidante € abstraido pelos radicais livres
e radicais peroxidos, sendo que este ato ocorre mais facilmente do que com os
hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas, e deste ato sdo formadas espécies
inativas para reagir em cadeia e também um radical inerte (Ae) procedente do
antioxidante, levando a estabilidade da reacdo. O radical inerte é estabilizado por
ressonancia, logo ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar as rea¢des oxidativas
(RAMALHO; JORGE, 2006).

O nosso estudo verificou uma excelente atividade antioxidante do EEEOH,
sendo que um dos metabolitos secundarios associados a este efeito sdo os
flavonoides, conforme descrito essa acdo a esses compostos na literatura. Além disso,
resultados benéficos a salde humana e varios estudos epidemioldgicos evidenciam
gue o consumo elevado de flavondides ajuda a proteger contra doengas cronicas,
como as cardiovasculares (COSTA e CARVALHO, 2003).

Diante dos resultados encontrados, observa-se que o EEEOH apresentou
elevado teor de flavonoides observados nos testes teores totais de flavondides, que

Sao compostos que permitem a acao de sequestro de radicais livres. No entanto, até
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0 momento, ndo ha relatos na literatura cientifica a respeito de valores expressos de
flavonoides nessa espécie estudada e como também, de seu género.

Entre os flavonoides, seu principal constituinte sdo os biflavonoides que podem
ser responsaveis por algumas de suas atividades bioldgicas tanto in vivo e in vitro,
incluindo a capacidade antioxidante. Dentre os taninos, o acido galico que possui uma
potente capacidade de inibir a formacédo de nitrito, devido sua potente atividade
antioxidante (KARAKAYA et al., 2004). Ao analisar a estrutura do acido galico, o
mesmo possui anel de benzeno em sua estrutura, e quando esse anel de benzeno
perde um elétron na tentativa de estabilizar a molécula, ocorre o0 mecanismo de
ressonancia que impede de n&o se tornarem um radical livre e assim potencializar a
oxidacao lipidica, tais mecanismos ocorrem como outros flavonoides ja que possuem
estruturas semelhantes.

Varios sdo 0s mecanismos propostos para agdo antioxidante dos flavonoides a
considerar as diferentes formas estruturais que existem e que pode ser determinada
por alguns fatores como: reatividade como agente doador de hidrogénio e elétrons,
estabilidade do radical flavonoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes,
capacidade de quelar metais de transicao e a ainda sua solubilidade e interacdo com
as membranas (BARREIROS et al., 2006).

As plantas possuem constituintes quimicos causadores de efeitos benéficos em
NOsso organismo como citados anteriormente, e que alguns constituintes quimicos da
planta Ouratea hexasperma, podem combater enfermidades, porém, falta elucidar
quais danos graves em altas concentracdes esses mesmos constituintes quimicos
podem gerar em diversos 6rgaos, tecidos e sistemas (MONTANARI; BOLZANI, 2001;
SILVA et al.2006; VARANDA, 2006; NETO; LOPES, 2007).

Apesar da sua ampla utilizagcdo nas comunidades tradicionais, alguns estudos
avaliam os efeitos terapéuticos e toxicos da planta Ouratea hexasperma. No entanto,
até o momento, ndo foram publicadas informacdes na literatura quanto a sua
citotoxicidade em PBMC e eritrocitos humanos e sobre sua atividade antioxidante para
assegurar o seu uso popular, e quem sabe, uma futura utilizag&o clinica.

Nos dois testes, citotoxicidade avaliado em leucocitos, e hemalise analisadas
em eritrocitos, foram observadas diferencas entre os efeitos do extrato em relagéo a
sobrevida das diferentes células, que pode ser devido ao fato de que células
anucleadas (eritrocitos) ndao ocorre biossintese de proteinas, enquanto nos leucocitos

ha biossintese de proteinas. A avaliacdo da atividade hemolitica pode ser considerada
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um indicador de toxicidade geral e bioatividade, sendo importante na investigacao da
acao de extratos de plantas sobre o sangue humano. Os testes in vitro para determinar
a acao hemolitica tém sido utilizados como um dos métodos de triagem para o0s
diferentes agentes toxicos (KUBLIK et al., 1996), incluindo a avaliacdo de plantas
(GANDHI; CHERIAN, 2000). Além disso, as diferencas no metabolismo entre essas
células e as suas possiveis interacdes com inUmeros componentes naturais também
podem influenciar com a atividade e a expresséo de enzimas antioxidantes (DREW,
2012).

Por isso, os dados das atividades citotoxica do EEEOH mostrou CCso de
2234mg, mostrando baixa citotoxicidade in vitro e a apresentou atividade hemolitica
em altas concentra¢cdes do extrato. No entanto, como demonstrado em nossos dados,
as células procariontes (bacterianas) foram eliminadas em baixas concentracdes (10
- 0,625mg/mL) e os efeitos toxicos nas células eucaridtica (leucocitos) foram
detectados em elevadas concentragfes (250 a 500mg/mL). Existe, porém, um ténue
limite de concentracao tissular entre a ndo toxicidade as células do hospedeiro e a
toxicidade necessaria para a acdo contra agentes invasores (FLORA FILHO &
ZILBERSTEIN, 2000).

N&o foi observado atividade hemolitica em baixas concentracdes do extrato,
uma das hipéteses € que as células vermelhas interagem com os flavonéides ou
outros constituintes quimicos com a membrana eritrocitaria e podem inibem a
peroxidacao lipidica, e ao mesmo tempo aumenta a sua integridade contra lise
hipotonica (CHAUDHURI et al., 2007). Por outro lado, os dados mostraram atividade
hemolitica nas concentracdes 250 e 500mg/mL que pode ter ocorrido por disturbio de
membrana, provocado pelas moléculas presentes no extrato. Um dos possiveis
mecanismos é em decorréncia de interacdes com lipidios, proteinas e/ou carboidratos
da superficie celular, ou entdo, um possivel disturbio eletrostatico promovido pelo
potencial redox destas moléculas (PASQUINI-NETTO, H. et al, 2012).

Perfil semelhante ja havia sido observado por Vellosa et al. (2011) para os
flavonoides (kaempferol, quercetina e isoquercetrina), isolados de P. nitens. Estes trés
flavondides apresentaram elevada ac&do antioxidante. Entretanto, apresentaram
elevado potencial hemolitico ou oxidante na auséncia de radical. Na presenca de
Acido hipocloroso (HOCI), estes flavonéides haviam inibido a hemolise em baixas
concentragcdes, mas, em elevadas concentracdes, observou-se aumento da liberacéo

de hemoglobina.
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Diversos estudos também demostram que outra estrutura encontrada na planta
Ouratea hexasperma pode ocasionar a atividade hemolitica, é o metabdlito secundario
denominado de saponina, que faz parte do sistema de protecdo do vegetal contra-
ataques de predadores (insetos, virus, fungos e bactérias) (BRUNETON, 1999).
Nossos dados fitoquimicos comprovaram a presenca de compostos saponinicos do
extrato etanolico da entrecasca da planta. Normalmente, as saponinas se dissolvem
em agua dando origem a solucdes afrogenas (espumantes), devido a sua acéo
tensoativa e também sdo capazes de emulsionar 6leos e produzir hemolise (HASSAN
et al., 2010).

Embora o mecanismo exato da ruptura das membranas das hemécias
(hemdlise) por saponinas ainda ndo seja claramente elucidado, sabe-se que ele esta
correlacionado com suas propriedades anfifilicas. A principal hipotese considera que
as saponinas interagem com membranas lipidicas de células e formam complexos
insolaveis com o colesterol levando a formacao de poros, permeabilizacdo das células
e da subsequente perda de hemoglobina no meio extracelular (GAUTHIER et al.,
2009). Diniz (2006) afirma que essa propriedade € resultado da interacdo das suas
moléculas com colesterdis presentes na membrana de eritrécitos resultando na
mudanca conformacional da membrana levando a uma penetracdo de ions e agua
para dentro da célula com consequente rompimento celular e liberagcdo de
hemoglobina (GLAUBERT et al., 1962; HARUNA et al.,, 1995). Este mecanismo
também estd ligado as atividades antibacteriana, antifUngica e espermicida
apresentada por uma variedade de plantas (LACAILLE-DUBOIS & WAGNER, 1996).

Quanto a producao de oxido nitrico (NO) e Malondialdeido (MDA) induzido pelo
EEEOH, nossos dados mostraram que o extrato € forte indutor de NO in vitro, devido
a reacao entre o extrato bruto etandlico com o reagente de griess, que induziu a
producéo de alteracdo na leitura da microplaca, mas nao de MDA nas concentragdes
testadas.

O oxido nitrico tem sido descrito como um potente agente citotdxico e citostatico
na resposta imune celular, capaz de limitar o crescimento de varios micro-organismos
intracelulares (ARTURO et al.,, 2010, GONTIJO, 2013). O controle apropriado da
homeostase do NO faz com que este mediador seja util em eventos fisioldgicos ou,
por outro lado, seja citotoxico, devido a uma geracao excessiva (ACHIKE & KWAN,
2003; CARDOSO, 2006). Nao existem, na literatura, até 0 momento, resultados que

evidenciem valores exatos para referenciais normais para NO. Dessa forma, sao
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empregados parametros comparativos entre os valores detectados na amostra. NO
ou os produtos de sua reacdo com oxigénio molecular e radicais superdoxido podem
modificar diferentes macromoléculas como proteinas, lipidios e acidos nucléicos para
produzir tanto efeitos fisiolégicos como patofisiologicos. O NO também pode reagir
diretamente com metais de transicdo (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

A quantidade de NO produzida pode determinar se ele é protetdrio ou téxico.
Embora pequenas quantidades sejam necessarias para a homeostasia, grandes
guantidades, como aquelas produzidas na ativacdo da INOS sdo citotoxicas. No
entanto, a producédo de grandes quantidades de NO pode ser importante na defesa
contra invasores celulares, tumores celulares e ainda em lesdes vasculares com perda
endotelial (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

Assim, substancias que sequestrem o radical 6xido nitrico podem desempenhar
um importante papel citoprotetor, agindo nos processos de toxidade induzida por
espécies reativas de nitrogénio (RNS), modulando os processos inflamatdérios,
diminuindo o estado de estresses oxidativo e podendo apresentar-se como alternativa
terapéutica para algumas dessas desordens (SAHA et al., 2006).

Dessa forma, compostos que sejam capazes de sequestrar o NO podem ser
alternativas para a prevencéo e terapia dessas desordens. A acao possivelmente,
observada do extrato etandlico nas concentracdes, frente a inibicdo da formacéo de
nitrito pode ser interpretada como um indicativo de uma possivel capacidade anti-
inflamatoria, uma vez que compostos que sequestram o NO, podem agir modulando
0 processo inflamatorio, diminuindo seus efeitos danosos ao organismo e auxiliando
na manutencao da homeostase (MAIA, et al, 2009)

Apesar de todos esses diferentes mecanismos de acdo mencionados, o NO
exerce todas as suas acoes, principalmente através da ativacdo da enzima Guanilato
ciclase (GCs). Esta produz o segundo mensageiro 3’5’ guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) que iniciard assim as cascatas bioquimicas de sinalizagdo nas diversas
células-alvo. Estas Ultimas estdo localizadas em diversos sistemas no organismo
humano (WANIR, et al, 2007).

Os radicais livres formados induzem a peroxidacao lipidica e a subsequente
producdo de quantidades aumentadas de MDA, ocorrendo aumento da rigidez,
diminuicdo de deformabilidade e alteracdo da permeabilidade da membrana
eritrocitaria (CHAN; CHOW,; CHIU, 1999). EEEOH n&o mostrou niveis significativos
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de MDA, de acordo com os dados observamos nenhuma diferenca em relagdo ao
controle negativo.

Dentre as classes de moléculas que podem ser lesadas pelas espécies reativas
de oxigénio, os lipideos sdo dos mais susceptiveis a oxidacdo. A destruicdo dos
lipideos de membrana e os produtos finais da peroxidagdo lipidica, como
malondaldeido (MDA) e outros aldeidos s@o especialmente danosos reduzindo a
viabilidade das células. A peroxidacao lipidica caracteriza-se por uma reacdo em
cadeia. A oxidacao inicial de poucas moléculas de lipideos pode resultar em um
significativo dano tissular (TUKAMOTO, 2008).

N&o se observou diferenca estatistica entre os para@metros de MDA, entre as
diferentes concentracdes da Ouratea hexasperma, a peroxidacao lipidica pode ser
inibida por antioxidantes que interrompem a cadeia de peroxidacao reagindo com 0s
radicais peroxila ou alcoxila e, desta forma, gerando um hidroperéxido e um radical
livre formado a partir do antioxidante. Entre estes antioxidantes, por exemplo, o a-
tocoferol, que interage com o oxigénio singlete e fornece atomos de hidrogénio para
o radical peroxila dos acidos graxos, impedindo desta forma a reacdo em cadeia que
se propaga nas membranas lipidicas (TIIDUS et al., 1993).

As principais consequéncias da lipoperoxidagdo da membrana sao: alteracao
da bomba de Na+, K+, Ca++ e ATPase, permeabilidade, transporte de substancias
organicas e inorganicas, danos ao DNA e morte celular (NAOUM; NAOUM, 2004).

Devido a presenca de metabdlitos que apresentaram atividade antimicrobiana,
antioxidante é recomendavel a continuacéo do estudo fitoquimico e microbioldgico. E
importante também isolar e identificar as substancias responsaveis pela atividade e
determinar as fracGes ativas. Para se obter um resultado mais conclusivo da
toxicidade do EEEOH, bem como para comparar com os resultados obtidos in vitro,

faz-se necessério um estudo da toxicidade aguda, sub-cronica e crbnica in vivo.
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7 CONCLUSAO

- Na analise fitoquimica foi possivel identificar taninos, flavonoides e saponinas
no EEEOH.

- O extrato EEEOH apresentou melhor atividade antibacteriana contra bactéria
gram positiva (Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus). No entanto, o extrato
ndo mostrou atividade antimicrobiana frente a E. coli, mas foi efetivo para P.
aeruginosa.

- O EEEOH apresentou importante atividade antioxidante e elevada quantidade
de teores de flavonoides totais, mostrando uma relacéo dose dependente. No entanto,
o EEEOH apresentou baixa citotoxicidade frente a leucocitos humanos, com CC50%
de 2231,5mg/mL e apresentou atividade hemolitica em altas concentragoes.

- O EEEOH néo foi capaz de induzir a producdo de NO por leucécitos, como
também, nado levou a peroxidacao lipidica, com producédo e MDA in vitro.

Com base nos nossos dados, € possivel concluir que os EEEOH tém
importante acdo antibacteriana e antioxidante. No entanto, mais estudos sao
necessarios para o isolamento e identificacdo de seus compostos para comprovagao
destas atividades in vitro e in vivo, ja que na literatura ndo ha publicacdes a respeito
destas atividades bioloégicas da planta Ouratea hexasperma. Desta forma,
futuramente, objetivamos para continuacdo de nossos projetos, avaliar a atividade
anti-inflamatéria, anticonceptiva e toxicidade in vivo do extrato e das fracdes da planta

Ouratea hexasperma, e de seus possiveis mecanismos de acao.
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