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RESUMO

As plantas medicinais tém sido cada vez mais utilizadas na procura de novos compostos
terapéuticos com baixo ou nenhum efeito colateral. A planta Triplaris gardneriana Wedd.,
conhecida popularmente como Pajel, € muito utilizada na medicina popular para tratar diversas
patologias. Assim, este estudo propds identificar o perfil fitoquimico, investigar as atividades
bioldgicas e toxicologicas do extrato aquoso das folhas de Triplaris gardneriana (TG Ag). O
extrato foi submetido a triagem fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
revelando a presenca de flavonoides, proantocianidinas condensadas, leucoantocianidinas,
taninos hidrolisaveis e tracos para monoterpenos e sesquiterpenos. A dosagem do teor total de
fendis e flavonoides apresentou contetido fendlico total de 333,44 + 3,43 mg EAG/g de extrato
e um conteudo de flavonoides totais de 23,1 + 0,41mg EQ/g de extrato. A Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) identificou a presenca do composto quercetina. Também
foi observada atividade hemaglutinante (AH) inibida pela fetuina e estavel a 100 °C, ndo
havendo inibic&o de tripsina. A atividade antioxidante de TG Aq foi avaliada por cinco métodos
diferentes (DPPH, Anion Superdxido, TAC, FRAP E LPIC). Nos ensaios de reducio dos
radicais livres DPPH e anion superdxido, TG Ag apresentou um IC50 de 19,10 + 0,26 e 33,48
+ 0,31 ug/mL, respectivamente. Os ensaios de redugdo de ions metalicos, TAC e FRAP, TG
Aq apresentou resultados bem préximo dos padrdes utilizados. Ja no ensaio de inibi¢do da
peroxidacdo lipidica, TG Aq apresentou atividade de inibicdo de 29,44 + 0,28. A atividade
antimicrobiana foi determinada através do método de microdiluicdo em caldo, onde a amostra
apresentou atividade inibitoria e bactericida apenas para as cepas bacterianas gram-positivas.
O valor de CMI foi de 0,5 mg/mL para S. aureus, 0,25 mg/mL para E. faecalis e um valor de
CMB de 1 mg/mL para S. aureus e 0,5 mg/mL para E. faecalis. A atividade imunomodulatéria
e citotdxica, realizadas em esplendcitos de camundongos e avaliadas através da citometria de
fluxo mostrou que TG Ag aumenta significativamente a proliferacdo célular em 24h e que nédo
induz a apoptose e nem a necrose celular. A amostra TG Ag nédo apresentou toxicidade oral
aguda, assim como ndo indicaram potencial genotdxico através do ensaio cometa e teste de
micronucelo. Os resultados obtidos revelaram que a amostra possui atividades bioldgicas

significativas e que o seu uso, por via oral, pode ser considerado seguro.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Pajeu. Polygonaceae. Atividades bioldgicas. Estudos de
seguranga.



ABSTRACT

Medicinal plants have been increasingly used in the search of new therapeutic compounds with
low or no side effects. The Triplaris gardneriana Wedd., popularly known as Pajeq, is widely
used on folk medicine to treat many pathologies. Therefore, this study proposes to identify the
phytochemical profile, to investigate the biological and toxicological activities of the aqueous
extract from the leaves of Triplaris gardneriana. The extract was submitted to phytochemical
screening by thin layer chromatography (TLC) showing the presence of flavonoids, condensed
proanthocyanidins, leucoanthocyanidins, hydrolysable tannins and traces for monoterpenes and
sesquiterpenes. The total phenol and flavonoid had a total phenolic content of 333.44 + 3.43
mg EAG / g extract and a total flavonoid content of 23.1 v+ 0.41 mg EQ / g extract. High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) identified the presence of compound quercetin.
Was also observed a hemagglutinating activity (HA) inhibited by fetuin and stable at 100 ° C,
with no inhibition of trypsin. The antioxidant activity of TG Aqg was evaluated by five different
methods (DPPH, Superoxide Anion, TAC, FRAP and LPIC). In the free radical reduction
DPPH and superoxide anion assays, TG Aq presented an 1C50 of 19.10 + 0.26 and 33.48 + 0.31
ug / mL, respectively. The metal ion reduction assays, TAC and FRAP, TG Aq presented results
very close to the standards used. In the lipid peroxidation inhibition assay, TG Ag showed an
inhibitory activity of 29.44 + 0.28. The antimicrobial activity was determined by the broth
microdilution method, where the sample showed inhibitory and bactericidal activity only for
the gram-positive bacterial strains. The MIC value was 0.5 mg / mL for S. aureus, 0.25 mg /
mL for E. faecalis and a MBC value of 1 mg/ mL for S. aureus and 0.5 mg / mL for E faecalis.
Immunomodulatory and cytotoxic activity performed on mouse splenocytes and assessed by
flow cytometry showed that TG Aq significantly increases cell proliferation in 24 hours and
does not induce apoptosis and necrosis. In the acute oral toxicity test, the results didn’t show
signs of toxicity, making no interference in the weight development of the animals, in the
consumption of water and feed, besides to the absence of macroscopic changes in the animals
organs and in the blood biochemistry. The TG Aq didn't show acute oral toxicity and didn’t
indicate genotoxic potential through the comet assay and micronucelo test, as well. The results
showed that the sample has significant biological activities and that its oral use can be

considered safe.

Keywords: Medicinal plants. Pajel. Polygonaceae. Biological activities. Safety studies.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas com fins medicinais, para prevencao, tratamento e cura de doencas, €
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (MACIEL, et al., 2002). O
estudo etnofarmacoldgico contribui para a descoberta de novos agentes biologicamente ativos
aumentando também o conhecimento sobre a flora da regido. (RODRIGUES, E.; CARLINI,
2003). Diversos extratos obtidos de espécies de plantas sdo utilizados na medicina popular
(STEPP, 2004; SOUZA & LORENZI, 2005), constituindo assim importantes fontes de novos
medicamentos (KINGSTON, 2005).

O reino vegetal é uma das principais fontes de substancias organicas, contribuindo
significativamente para o fornecimento de metabdlitos secundarios, os quais possuem amplo
valor agregado devido ao seu potencial biotecnoldgico como medicamentos, cosméticos,
alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON; ANDERSON, L. A., 1989). Estes compostos sdo
sintetizados pelas plantas a partir de uma quantidade significativa de energia e carbono
absorvido, sendo produzidos em pequenas quantidades e limitados muitas vezes a uma
determinada familia, género e espécie de planta (GARCIA; CARRIL, 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o Brasil possui consideravel
biodiversidade, onde as plantas medicinais ndo s6 sdo fontes de remédios caseiros como
também s&o utilizadas na fabricacéo de fitoterapicos (BRASIL, 2006). O grande potencial de
riqueza vegetal no territdrio brasileiro corrobora para o fato de muitas industrias farmacéuticas
nacionais utilizarem as plantas como insumo basico. Essa biodiversidade esta diretamente
relacionada com as condicBes climaticas, edaficas e potencial hidrico, favorecendo o
desenvolvimento de diversas espécies vegetais (ZUANAZZI; MAYORGA, 2002). Além disso,
a populacdo brasileira possui ampla colecdo de conhecimentos tradicionais sobre a utilizagéo
das plantas medicinais, compilados ao longo de muitas geragdes (BRASIL, 2006).

Um dos processos quimicos essenciais para a sobrevivéncia da célula é a transferéncia de
elétrons, este processo gera radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (EROs) que
por sua vez podem causar dano oxidativo (BAE et al., 1999). Os radicais livres possuem
diferentes papéis no organismo e encontram-se envolvidos em importantes processos
fisiologicos, contudo 0 seu excesso causa efeitos prejudiciais, provocando alteracfes na
estrutura e fungdes celulares atraves de danos ao DNA, mitocdndrias, membranas e proteinas.
Desta forma, estes radicais estdo envolvidos em diversas patologias, tais como o cancer,

doengas cardiovasculares, degenerativas e neurologicas, choque hemorragico, catarata,
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disfungdes cognitivas, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral (HALLIWELL,
GUTTERIDGE; CROSS, 1992). No organismo, os radicais livres sdo controlados por
substancias antioxidantes capazes de minimizar os danos oxidativos as biomoléculas, inibindo
ou diminuindo a oxidacdo. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). As plantas sintetizam
diversas moléculas durante o metabolismo secundério, dentre elas os polifendis, constituidos
de &cidos fendlicos e flavonoides (MELO, E. A. et al., 2003). O consumo de antioxidantes
naturais presentes na maioria das plantas, como os compostos fendlicos, tem sido associado a
uma menor incidéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (DROGE, 2002).

As infecgdes causadas por bactérias geram um alto indice de mortalidade, representando
assim um grande problema de salde publica. O expansivo aumento da resisténcia bacteriana
frente as inumeras drogas disponiveis no mercado corroborou para a busca de novas alternativas
terapéuticas (NASCIMENTO et al., 2000). Em geral, as bactérias sdo capazes de geneticamente
transmitir e adquirir resisténcia as drogas antimicrobianas (COHEN, 1992), onde muitas delas
deixam de ser sensiveis e se tornam resistentes a praticamente todos os farmacos utilizados na
rotina (SAKAGAMI; KAJAMURA, 2006). As plantas medicinais sdo alternativas promissoras
para 0 combate as bactérias resistentes devido a grande diversidade de seus constituintes e
metabolitos secundarios, no qual séo eficazes nesta atividade (NASCIMENTO et al., 2000).

No entanto, as plantas medicinais também podem causar reacGes adversas, onde o vasto
tempo do uso tradicional ndo é suficiente para validar a seguranca dos produtos naturais.
Segundo Lapa et al. (2004), as plantas medicinais sdo agentes xenobiontes, onde a sua
biotranformacéo pode causar efeitos toxicos que podem ser manifestados ou ndo no organismo,
podendo até mesmo ndo apresentar nenhum sintoma, dificultando a correlacdo com a sua
ingestdo. Diante disto, é necessario que haja uma comprovacdo da qualidade e seguranca das
plantas medicinais, de modo que essas informacgfes sejam fundamentadas em evidéncias
experimentais através de estudos farmacodindmicos e toxicoldgicos (SIMOES et al., 2007). O
Ministério da Salde preconiza a comprovacao da seguranca de novas substancias através de
varios ensaios, dentre eles se destacam a investigacdo da toxicidade e genotoxicidade
(ANVISA, 2013). Tendo em vista que os compostos naturais podem modular a resposta
imunoldgica (JANTAN, AHMAD, BUKHARI, 2015), ¢é essencial que haja a analise dos efeitos
imunotoxicos e imunomoduladores destas substancias (PUTMAN et al., 2002).

Para contribuir com o trabalho de educacdo ambiental e valorizacdo dos recursos
naturais da Caatinga, este estudo tem o proposito de investigar o perfil fitoquimico, assim como

as atividades bioldgicas e tdxicoldgicas do extrato aquoso das folhas de Triplaris gardneriana.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo do trabalho foi realizar o perfil fitoquimico, investigar a toxicidade e avaliar
as propriedades antioxidante, antimicrobiana e imunomoduladora do extrato aquoso das folhas

de Triplaris gardneriana.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar a extracao para obtencdo do extrato aquoso de Triplaris gardneriana (TG Aq);

e Analisar o perfil fitoquimico de TG Ag por meio de cromatografia em camada delgada
(CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Quantificar os Fenois e Flavonoides Totais do extrato;

e Caracterizar TG Ag quanto a concentracdo de proteinas, atividade hemagultinante
(AH), atividade hemaglutinante especifica, inibicdo da atividade hemaglutinante por
monossacarideos e glicoproteina e atividade inibidora de tripsina;

e Auvaliar a atividade antioxidante através de cinco diferentes méetodos in vitro;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana de TG Aq frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas;

e Analisar o potencial imunomodulador de TG Aqg através do ensaio de proliferacéo
celular em esplendcitos de camundongo;

e Investigar a citotoxicidade de TG Aq frente aos esplendcitos de camundongo (apoptose
e a necrose);

e Avaliar a toxicidade aguda por via oral de TG Ag em camundongos, determinando 0s
efeitos sobre sobrevivéncia, parametros bioguimicos e analise macroscépica do figado,
baco e rins;

e Determinar o potencial genotoxico e mutagénico de TG Ag em camundongos, atraves

do ensaio cometa e teste de micronucleo, respectivamente.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 CAATINGA

O Semiéarido Brasileiro possui uma area de 1,03 milhdo km?, ocupa 12% da area do pais,
contendo uma populacdo de aproximadamente 27 milhdes de habitantes, abrangendo uma
densidade populacional dentre as maiores do mundo (MINISTERIO DA INTEGRACAO
NACIONAL, 2018). E considerada pelo Ministério do Meio Ambiente como um dos maiores
biomas brasileiros (MMA, 2018) e abrange 1.262 municipios dos estados do Piaui, Ceard, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e a regido nordeste de Minas
Gerais (MINISTERIO DA INTEGRACAO NACIONAL, 2018).

LEGENDA

Uinite municipel Area de atuagio da Sudene ‘
[ umite estadual [ Limite do Semidrido (1262 municipios) * |

Figura 1 - Mapa de delimitagio do semiarido  brasileiro.  Fonte:
http://sudene.gov.br/images/arquivos/semiarido/arquivos/mapa-semiarido-1262municipios-
Sudene.pdf

A Caatinga é a principal formagédo vegetal do semiarido brasileiro, contudo é uma das
vegetacOes mais ameacgadas do planeta sendo o bioma brasileiro mais desvalorizado e mal
conhecido botanicamente (GIULIETTI et al., 2002). Dentre os biomas brasileiros, a Caatinga

é a que possui uma vegetacdo mais heterogénea (RIZZINI, 1997). E um ecossistema unico, que


http://sudene.gov.br/images/arquivos/semiarido/arquivos/mapa-semiarido-1262municipios-Sudene.pdf
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apresenta uma grande biodiversidade com uma ampla variedade de paisagens, riqueza bioldgica
e endemismo (MALVEZZI, 2007). A maioria das popula¢des distribuidas neste bioma depende
dos recursos vegetais disponiveis para o sustento (ALBUQUERQUE & ANDRADE, 2002a;
ALBUQUERQUE & LUCENA, 2004).

O nome “Caatinga” significa “mata branca” em tupi-guarani pelo aspecto da vegetacao
durante o periodo de seca, onde as folhas caem deixando os troncos com tom acinzentados
(ALBUQUERQUE; BANDEIRA, 1995). Apresenta parametros meteorologicos extremos,
como secas e cheias, contudo o longo periodo de seca caracteriza a regido, onde as precipitacdes
sdo escassas e irregulares (NIMER, 1972). A regido detém uma vasta vegetacdo xerdfila,
composta por arvores e arbustos adaptados ao clima caracteristico do local (SANTOS et al.,
2011). Possui uma flora bastante diversificada, com aproximadamente 4.547 espécies, 159
familias e 1.141 géneros (FORZZA et al., 2013). A vegetacdo da Caatinga possui muitas
utilidades, além da importancia biolégica, também dispde de espécies que podem ser utilizadas
como frutiferas, forrageiras, madeireiras e de uso medicinais (ALBUQUERQUE, 2000).

Cerca de 70% da vegetacdo da Caatinga encontra-se modificada pelo homem e apenas
0,28% estéa protegida na forma de unidades de conservacao (KIILL, 2005). O Parque Nacional
do Catimbau é uma das poucas unidades de conservacdo no dominio da Caatinga, que se
encontra localizado entre as coordenadas geograficas: 8°24°00” e 8°36°35” S e 37°09°30” ¢
37°14°40” WG, totalizando uma area de 62.300km?. Sua area esta distribuida entre os
municipios de de Buique (12.438 ha.); Tupanatinga (23.540 ha) na Microrregido do Vale do
Ipanema, e Ibimirim (24.809 ha) na Microrregido do Moxot6, semiarido Pernambucano
(RODRIGUES, 2006).

2.2 FAMILIA POLYGONACEAE

A familia Polygonaceae compreende a um grupo de plantas predominantemente
herbaceas ou lenhosas, distribuidas principalmente nas zonas temperadas do hemisfério Norte.
A familia abrange cerca de 49 géneros e aproximadamente 1200 espécies (SANCHEZ et al.,
2011), onde no Brasil predominam 9 géneros e 95 espécies distribuidos amplamente em seus
dominios fitogeogréaficos (BFG, 2015).

Dos nove géneros presentes no Brasil, cinco estdo no Semiarido: Coccoloba (18
especies), Polygonum (6 espeécies), Ruprechtia (3 espécies), Rumex (1 espécie) e Triplaris (1
especie), além de Antigonum leptopus, Coccoloba uvifera e Triplaris americana, que sao
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cultivadas. Estdo localizadas em toda regido do Semiarido, onde a depressao sertaneja do Sul é
a regido com maior nimero de espécies de Polygonaceae com 22 espécies, seguida pela
Chapada Diamantina com 17 espécies (MELO; FRANCA, 2006).

As Polygonaceaes apresentam folhas com dcrea e caules articulados, usualmente ocos e
habitados por formigas, além de possuir frutos coloridos e vistosos (MELO; FRANCA, 2006).
Muitas espécies desta familia sdo fontes abundantes de flavonoides, cumarinas, terpenos,
taninos (XIAO et al., 2000; YAGI et al., 1994), que por sua vez sdo utilizadas no comercio
farmacéutico e na medicina popular (JACOME et al., 2004), no entanto, algumas espécies s&o
toxicas. Além disto, algumas espécies sdo utilizadas para fins ornamentais e para o
fornecimento de madeira utilizada em vassouras e outros materiais domeésticos (MELO;
FRANCA, 2006). Dentre as utilizacdes da medicina popular das espécies desta familia se
destacam o tratamento de inflamacdes, hemorroidas, diarreia com sangramento e feridas na pele
(VILELA, 2011).

2.3 TRIPLARIS GARDNERIANA WEDD.

Triplaris gardneriana Wedd. € uma espécie arborea da regido semiarida do Brasil,
conhecida popularmente no nordeste brasileiro como pajau, pau-jau, pajed e nas outras regides
do Brasil como coagu, formigueiro e pau-formiga (MELO, 2010) e também como pajeuzeiro
(FERRAZ, J. S. F.; ALBUQUERQUE; MEUNIER, 2006). E uma planta natural da mata ciliar
do Rio Séo Francisco, sendo caracteristica das encostas Umidas e varzeas em solos calcérios
(FRANCA et al., 2007). Possui sinonimia botanica as espécies Triplaris baturitensis Hub.
(VINGT-UN ROSADO; ROSADO, 2009) e Triplaris pachau Mart. (MELO, 2010).

Figura 2 — (1) Arvore de Triplaris gardneriana; (2) Folhas de Triplaris gardneriana. Fonte:
Jodo de Deus Medeiros campus da UnB — Brasilia — Distrito Federal Brasil, 2010.
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E uma éarvore helidfita, decidua, seletiva higrofila (LORENZI, 2002), com tronco
ramificado e tortuoso, revestido por casca lisa, descamante e fina. Seu fruto é o do tipo aquénio,
seco e com uma semente. As folhas sdo simples e coridceas, com pilosidade na parte inferior e
geralmente os ramos sdo habitados por formigas pretas. As arvores florecem em julho e agosto,
dando origem aos frutos no més de semtembo (ARAUJO, 2009). Durante todo ano produz
bastante sementes viaveis, que sdo disseminadas pelo vento. Sua florescéncia se da em julho e
agosto, com subsequente amadurecimento dos frutos (LORENZI, 2002).

De acordo com Braga, 1976, esta espécie € muito importante na medicina popular onde
sua casca e raiz sdo cozidas e usadas no tratamento de blenorragia e leucorréia e as folhas podem
ser utilizadas durantes banhos semicupios auxiliando na inflamacéo de 6rgéos internos e no
tratamento de hemorroidas sangrentas. A infusdo da casca é utilizada no tratamento de cancer,
reumatismo, gastrite, Ulcera, azia, tosse e gripe (JUNIOR, L. R. P. et al., 2014; ROQUE;
ROCHA, R. M.; LOIOLA, 2010), além de tratar inflamacédo de 6rgdos internos (CARTAXO;
SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).

Alguns estudos demonstraram importantes atividades bioldgicas para diferentes 6rgéos

de T. gardneriana (casca, folhas e sementes), conforme a tabela abaixo:

Tabela 1 - Atividades bioldgicas de diferentes 6rgdos de Triplaris gardneriana Wedd.

Atividade bioldgica Tipo de Extrato Orgao da planta Referéncia
SOUZA E
Atividade moluciscida Extrato etandlico Cascadotronco | ROUQUAYROL,
1974
Estlmulante_da BARROS et al..
musculatura lisa e Extrato aquoso Casca do caule
o 1970
toxicidade
Atividade
antibacteriana, Extrato etandlico Sementes FARIAS etal.,
antioxidante e 2013.
anticolinesterasica
Extrato etandlico bruto i
Atividade antioxidante e fracbes hexanica, Folhas MACEDO et al.,
e fotoprotetora cloroférmica, acetato 2015
de etila e metanodlica
Atividade Oleo fixo das folhas e Folhas e MACEDO et al.,
antibacteriana
sementes Sementes 2016
moderada
Atividade antioxidante Extrato etandlico Sementes ALMEZI(?S etal.,
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Em relagdo a bioacessibilidade, Neto et al. (2017) constatou em seu trabalho que os
compostos fendlicos encontrados no extrato etanolico das sementes de T. gardneriana sdo
instaveis em condi¢des gastrointestinais, sendo os flavonoides os compostos com maior
bioacessibilidade. Além disto, neste mesmo estudo também foi demonstrado uma
biodisponibilidade limitada devido a sua rapida biotransformacéo e eliminacéo pela urina.

Diante disto, é possivel constatar a existencia de estudos demonstrando algumas
atividades bioldgicas em diferentes Orgdos desta espécie, contudo pouco se sabe sobre a sua

seguranca.

2.4 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas com fins medicinais, para prevencao, tratamento e cura de doencas, é
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (MACIEL, et al., 2002).
Diversos extratos obtidos de espécies de plantas sdo utilizados na medicina popular no
tratamento de diferentes patologias (STEPP, 2004; SOUZA & LORENZI, 2005). As
comunidades locais do Semiérido brasileiro vém utilizando amplamente a sua flora, possuindo
desta forma uma vasta farmacopeia natural (GOMES et al., 2008).

Cerca de 25% dos medicamentos prescritos no mundo séo obtidos de plantas e dos 252
medicamentos considerados essenciais pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS), 11% séo
provenientes dos vegetais (RATES, 2001). Muitos compostos importantes na farmacologia
como a muscarina, canabindides, fisostigmina, entre outros, sdo de origem vegetal
(WILLIAMSON; OKPAKO; EVANS, 1996). Dentre os muitos exemplos de medicamentos
obtidos a partir de plantas medicinais, destacam-se 0s classicos: Morfina, extraida da Papaver
somniferum.; digoxina, extraida da Digitalis spp (FOGLIO, et al., 2006), atropina extraida da
Atropa beladona e quinina extraida da Cinchona spp (RATES, 2001).

As plantas medicinais podem ser utilizadas por diferentes formas, desde a sua forma in
natura, para a preparacao de infusdes e cha, como na forma de extratos brutos ou fracdes, drogas
pulverizadas, tinturas ou até mesmo comprimidos e capsulas. A investigacdo bioldgica dos
vegetais geralmente envolve diversos processos, como a caracterizacao fitoquimica da planta,

a realizacdo de bioensaios e estudo de toxicidade em animais (Figura 2) (RATES, 2001).
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Planta medicinal

/ Extratos

Bioensaios N Toxicologia
Fracdes =

Compostos puros

Modificagao —  Caracterizacao quimica — Sintese total

estrutural

Figura 3 - Métodos para a obtencdo de compostos ativos das plantas medicinais. Fonte:
Adaptado de RATES (2001).

Apesar da grande variedade de medicamentos alopaticos, a utilizacdo das plantas
medicinais é bastante comum, principalmente em locais onde a populacdo ndo tem acesso as
terapias convencionais devido ao seu alto custo (OMS, 2013). Paralelamente a grande
biodiversidade e a ampla utilizacdo das plantas brasileiras na medicina popular, estas ainda sao
pouco exploradas no que diz respeito a sua seguranca, reforcando assim a importancia da

pesquisa nesta area a fim de assegurar a popula¢do um consumo seguro e sem risco.

2.5 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo caracteriza o conjunto de reaces quimicas que ocorre continuamente
dentro nas células. Os compostos quimicos formados, transformados ou degradados sdo
chamados de metabolitos (SIMOES et al., 2010).

Nas células vegetais, o metabolismo pode ser divido em primario e secundario,
dependendo da fisiologia da planta. O metabolismo priméario é essencial a vida de todas as
espeécies, onde substancias como carboidratos, lipideos, proteinas, clorofila ou acidos nucléicos
sdo responsaveis pelo desenvolvimento e manutencdo celular (HARTMANN, 1996) Os
metabolitos secundarios sdo moléculas pequenas que a principio ndo sdo essenciais para a vida,
mas contribuem para a sobrevivéncia e adaptacdo das espécies além de suas atividades terem
grande importancia em outros organismos (HANSON, 2003), destacando-se devido seus efeitos
biolégicos sobre a saide humana (PEREIRA, R. J.; CARDOSO, 2012). Estes consistem
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principalmente nos grupos: terpendides e esteroides, fenilpropandides (compostos fendlicos),
alcaloides, derivados de &cidos graxos e policetideos, polipeptideos ndo ribossomal e cofatores

enzimaticos (MCMURRY, 2010).
Acreditava-se que estes metabodlitos eram produtos sem valor ou “lixo celular”,

proveniente de erro metabdlico, excreta, desintoxicagdo ou super-expressdo proteica (SWAIN,
1977). No entanto, os metabdlitos secundarios contribuem para a saude da planta, atuando na
defesa como antibidticos, antifungicos, antivirais patégenos (BOURGAUD et al., 2001), contra

pragas, protecdo contra radiacdo ultravioleta e temperaturas extremas, atracdo de polinizadores,
dentre outros, mantendo a integridade da planta contra predadores e patdgenos (HARTMANN,

1996). A figura 4 representa alguns compostos gerados no metabolismo secundario e alguns

produtos adaptativos das plantas.
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Figura 4 - Representacdo de alguns compostos originados no metabolismo secundério de
Fonte: HARTMANN (1996).

plantas.
identificadas nas plantas medicinais estdo

Muitas propriedades terapéuticas
relacionadas com os compostos formados a partir do metabolismo secundario (AMEH et al.,

2010). Kaufman et al. (1999), acreditam que a importancia ecoldgica dos produtos secundarios
possa estar relacionada ao potencial efeito medicinal. Como por exemplos, estes autores citam
0s metabolitos secundarios citotdxicos a patdégenos microbianos nocivos as plantas, que
poderiam desempenhar propriedades antimicrobianas em humanos. Da mesma forma, 0s
metabolitos secundarios com potencial neurotoxico utilizado na defesa contra herbivoros,
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poderiam agir no sistema nervoso central e ser Uteis como antidepressivos, sedativos,
anestésicos ou relaxantes musculares.

A sintese de metabdlitos secundarios pode sofrer influéncia de fatores bidticos
(herbivorismo, acéo antropica, alelopatias e outros) e abidticos (condi¢des climaticas, radiacéo
ultravioleta, disponibilidade hidrica e outros) (figura 5), que por sua vez interferem na
quantidade e qualidade de produtos secundarios resultantes do metabolismo da planta
(GOBBO-NETO, L. E LOPES, N.P., 2007). Diante disto, a forma de coleta e quando foi
realizada sdo condic¢des importantes que impactam diretamente na producao desses compostos
(SIMOES et al., 2010).

Danos a planta
/ Coumestrol
Cumarina
Psoralenos
Acido clorogénico

Lignina, suberina

Alta incidéncia de luz
Antocianinas

Flavonas

Isoflavondides
Psoralenos

Ataque de patégenos
Isoflavonas
Isoflavondides prenilados
Estilbenos
Cumarinas
Flavonéis

Baixa temperatura
Antocianinas

. . . | Ferro baixo
Nitrogénio baixo Acidos fendlicos

Flavondides, isoflavondides

Fosfato baixo
Antocianinas

Figura 5 - Principais fatores que podem influenciar na producdo de alguns metabdlitos
secundarios. Fonte: Adaptado de DIXON; PAIVA (1995).

Os metabolitos secundarios sdo classificados em terpenos, compostos fendlicos e
alcaloides, cuja sua formacdo ocorre através de varias rotas (Figura 6). Os terpenos sdo
provenientes do acido meval6nico, no citoplasma, ou do piruvato e 3-fosfoglicerato, no
cloroplasto. Os compostos fendlicos sdo produzidos a partir do &cido chiquimico e acido
mevalénico. Os alcaloides séo derivados de aminoacidos aromaticos, cuja producdo ocorre a
partir do acido chiquimico e de aminoéacidos alifaticos (PERES, 2004). Todas estas classes
desempenham significativa propriedade antioxidante, porém os compostos fenolicos sdo os

principais responsaveis pelo desempenho desta atividade (BOUKHRIS et al., 2012).
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Figura 6 - Principais vias do mecanismo de biossintese dos metabolitos secundarios. Fonte:
adaptado de PERES (2004).

A abrangente atuacdo dos produtos secundarios salienta a importancia da identificacao
destes compostos, sendo fundamental para o desenvolvimento cientifico das plantas medicinais
vegetais. Assim, é possivel verificar o efeito farmacoldgico, a presenca de substancias toxicas,
além do conhecimento de novas moléculas (PINTO; CARDOSO; ARRIGONI-BLANK, 2009).

2.6 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos estdo presentes em todos os 6rgdos da planta, sendo encontrados
em diversos alimentos, fazendo assim parte da dieta humana. Tal presenca contribui para
potenciais efeitos sobre a salde humana, devido a sua agdo antioxidante e habilidade de
combate aos radicais livres (BRAVO, 2009; SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992).

Esses compostos possuem em sua estrutura quimica pelo menos um anel aromatico, onde
um ou mais hidrogénios sao substituidos por um grupamento hidroxila (SIMOES et al., 2007).
A sua biosintese ocorre através de duas rotas: a rota do acido chiquimico e a do acido mal6nico
(Figura 7) (GARCIA; CARRIL, 2009). Os compostos fendlicos podem estar complexados a
proteinas, carboidratos e outros componentes vegetais ou apresentar-se em sua forma livre,
resultando em varios compostos fenolicos na natureza (ROBBINS, 2003). Estes compreendem

desde moléculas simples até moléculas com elevado grau de polimerizagdo (BRAVO, 1998).
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Figura 7 - Sintese dos compostos fendlicos. Fonte: Adaptado de GARCIA; CARRIL (2009).

Desempenham muitas fungdes importantes nos vegetais, como a protecdo contra raios
UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Alguns vegetais sintetizam os compostos fenolicos a fim
de inibir o crescimento de plantas competidoras (PERES, 2004).

Estes compostos séo classificados em dois grandes grupos: fendis simples, com um
Unico anel aromético, constituidos de uma ou mais hidroxilas substituintes e os polifendis,
apresentando duas ou mais unidades monoméricas, fendlicas, até compostos poliméricos
(HARBORNE, 1994)

Possuem uma grande diversidade estrutural, sendo classificados de acordo com a cadeia
carbonica principal, conforme a tabela 2 (LEMOS, 2008).

Tabela 2 - Classificacdo dos compostos fendlicos de acordo com a cadeia principal.

ESTRUTURA

CLASSE
Ce Een()is
Cs-Cy Acidos hidroxibenzoéicos
Ce-Cy Acetofenonas, acidos fenilacéticos e hidroxicinamicos, cumarinas
€ cromonas
Cg-Cy Naftoquinonas
Ce-C1-Cs Benzofenonas e xantonas
Cg-C2-Cg Estilbenzenos e antraquinonas
Cg-C3-Cg Flavonoides: flavonodis, antocianinas, flavonas, flavanonas,

(C6-C3-Ce)2
( ( O'C 1 )n
(;C‘G‘C‘S'_C_(x )n

flavandis e 1soflavonas

Biflavonoides

Taninos hidrolisaveis

Taninos condensados ou proantocianidinas

Legenda: C6 — anel benzénico



26

J& se sabe que os compostos fendlicos desempenham importantes propriedades
terapéuticas nos seres humanos, como: antialérgica, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
anticarcinogénica, cardioprotetora e vasodilatadora (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1994;
BENAVENTE-GARCIA et al.,1997; SAMMAN et al., 1998; PUUPPONEN-PIMIA et al.,
2001).

Além destas propriedades, possuem um alto potencial antioxidante destacando-se como
0 mais ativo e frequentemente encontrados nos vegetais. Tal atividade € atribuida
principalmente a sua estrutura quimica e propriedades redutoras, agindo na quelacdo de metais
de transicdo e no sequestro ou neutralizacdo dos radicais livres (DECKER, 1997; SOARES,
2002; CHUN et al., 2005).

2.7 FLAVONOIDES

Os flavonoides constituem o grupo mais importante de compostos fenolicos, com mais
de 8.000 compostos descritos (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Sdo formados por dois anéis
aromaticos (anéis A e B) ligados por um anel heterociclico, chamado de anel C, onde as
mudancas e substituicdes deste anel originam as subclasses flavondis, flavonas, flavononas,
catequinas, isoflavonas e antocianidinas. Além disto, a estrutura basica dos flavonoides (Figura
8) propicia uma variada quantidade de padr6es de substituicdo nos anéis A e B dentro de cada
classe de flavonoides (HOLLMAN; KATAN, 1999).

Figura 8 - Estrutura basica dos flavonoides. Fonte: HOLLMAN; KATAN (1999).

Os flavonoides geralmente ocorrem como glicosideos, porém também podem ocorrer
como agliconas ou como parte de outra estrutura que possua flavonoide, como as
flavoliginanas. S&o subdivididos em 13 classes, destacando-se mais de 5000 compostos ja

descritos até 1990. Estes compostos sdo subdivididos em classes, conforme o grau de
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insaturacgao e oxidacdo do anel C (BRAVO, 1998). As principais classes dos flavonoides estéo
demonstradas na Figura 9.
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Figura 9 - Estruturas das principais classes dos flavonoides. Fonte: SHAHIDI; NACZK (2004).

Os flavonoides desempenham importantes funcdes na fisiologia vegetal, uma delas é a
protecdo contra agente oxidantes, como o raio ultravioleta B, onde formam pigmentos que
absorvem a radiacdo UV-B, atuando como filtro e evitando a incidencia destes em moléculas
celulares como o DNA (DORES, 2007). Atuam como agente de defesa contra microorganismos
fitopatogénicos e insetos, agindo como defensores naturais das plantas (ZUANAZZI, 2000;
YAO-LAN et al., 2002).

Além disto, os flavonoides tém efeitos comprovados no organismo humano, como acao
antiinflamatdria, amtimicrobiana, antivirais, antialérgica, atuam sobre varios estagios do
processo de carcinogénese, na hemostasia dos sistemas celulares e também do sistema
imunolégico (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1994; LOPES et al., 2000). Estudos
mostraram que os flavonoides tém efeitos inibitorios e algumas vezes estimulatdrios sobre uma
grande quantidade de enzimas. Algumas delas estdo envolvidas em importantes vias que
regulam a agregacdo plaquetaria, a proliferacdo e a divisdo celular, a resposta imune, a
inflamacéo e desentoxicacdo (HOLLMAN; KATAN, 1999).

A atividade antioxindante é a mais difundida dos flavonoides. Estd comprovado que
estes compostos possuem acgdo antienvelhecimento, através da inibicdo da enzima responsavel
pela oxidacdo dos tecidos (xantina oxidase) (DORES, 2007). Eles estabilizam radicais livres do

processo oxidativo pela hidrogenacdo ou complexacdo com espécies oxidantes e/ou inativam
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oxigénio singleto, anions superdxido, radicais peroxidos de lipidios. S&o doadores de elétrons,
através de sua estrutura quimica rica em hidroxilas, conforme as equacbes 1 e 2 abaixo
(MACHADO et al., 2008):

Flavonoide (OH) + R+ —flavondide (O+) + RH Equacao |

Flavondide (OCH;) + R+ —flavonéide (O¢) + RCH, Equagdo 2

2.8 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons nédo
pareados na sua Orbita externa, atuando como mediadores para a transferéncia de elétrons em
varias reacGes fundamentais ao metabolismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Séo
produzidos constantemente durante os processos metab6licos no organismo humano, onde sao
suscetiveis a reagirem com outras moléculas devido a sua alta instabilidade e reatividade
(CHEESEMAN; SLATER, 1993).

Esses radicais encontram-se envolvidos em diversos papéis no organismo como na sintese
de energia, fagocitose, producédo de substancias bioldgicas, sinalizagdo intercelular e regulacéo
do crescimento celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992), além disso, alguns
fatores externos corroboram para a sua producdo como: a radia¢do, o uso demasiado de
medicamentos, o fumo, os poluentes ambientais, os pesticidas e os solventes industriais
(EBADI, 2001). Os radicais livres podem reagir com as moléculas doando e aceitando elétrons,
através de reacOes de auto-aniquilacéo, abstracdo de hidrogénio, desproporcdes e reacdes de
adicdo (SLATER, 1984).

As espécies reativas sdo produzidas constantemente no organismo durante o
metabolismo celular normal, incluindo as espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies
reativas de enxofre (ERSs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs). A producdo de EROs
ocorre como consequéncia do metabolismo aerobico, incluindo os reativos como o anion
superdxido (O27), o radical hidroxil (OHe), radical hidroperoxil (HOO"), o éxido nitrico (NO)
e 0 perdxido de hidrogénio (H202). Os reativos ERNs derivam do NO através da reacdo com
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oxigénio e formacdo de ONOO" e as ERSs sdo formadas através da reacdo com radicais tiois
com as EROs (LU et al., 2010).

Para a preservacdao de um sistema bioldgico, o equilibrio entre a oxidacdo e a
antioxidacdo € bastante critico, onde a producdo excessiva de radicais livres provoca um
desequilibrio nesse mecanismo levando ao estresse oxidativo (LETELIER et al., 2008). Os
principais alvos das espécies reativas sdo as moléculas de DNA e RNA, proteinas, lipideos,
acticares (LU et al., 2010) (Figura 10). A superproducdo dos radicais livres conduz efeitos
deletérios que alteram a estrutura e funcGes celulares e consequentemente contribuem para
diversas patologias como o cancer (KINNULA; CRAPO, 2004), doencas hepaticas (ARTEEL,
2003), doencas cardiovasculares (SINGH; JIALAL, 2006), colite ulcerativa
(RAMAKRISHNA et al., 1997), aterosclerose (UPSTON; KRITHARIDES; STOCKER, et al.,
2003), envelhecimento (HYUN et al.,2006), distarbios neurais (SAS et al., 2007), doenca de
Parkinson (BOLTON et al., 2000), Alzheimer (SMITH et al., 2000), comprometimento
cognitivo (GUIDI et al., 2006), dentre outras doengas idade-dependente (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; RAHMAN, 2007).
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Formacao de "cross-link" devido a reacao com produtos de peroxidacao lipidica

Lipidios I
L QR R Dl Modificaciao de base
Alvo DNA - Delecoes
L=H + CClL0y =~ L +CCLOH dumm . e o . Arajos cromossémicos
BN SAVIES S - "Cross-link" DNA-proteina

L—H + HO5—>L- + H0, l

Actucares
Fragmento ndo enzimatiCo wme===p Glicolaldeido ======p Sem ciclizacio
do acucar HO l
“SCH, = Producio de
Autoxidacio

radical superéxido (02)

L Reacido em cadeia levando a

o-dicarbonil
p-dicarbonil Mutagénicos

Figura 10 - Principais alvos dos radicais livres. Adaptado de Dizdaroglu et al. (2002), Valko
et al. (2004), Benov e Beea (2003), Halliwell e Chirico (1993) e Lobo et al. (2010). Fonte:
CAROCHO (2013).
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2.9 ANTIOXIDANTE

Diante das descobertas sobre o impacto dos radicais livres no organismo, 0s estudos
sobre os antioxidantes sdo bastante promissores atualmente (BARREIROS; DAVID, 2006).
Um antioxidante é qualquer substancia que em baixa concentracéo, no que se refere ao substrato
oxidante, diminui a oxidagdo do substrato ou o regenera (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999). O sistema de defesa antioxidante pode atuar de diferentes formas para preservar o
equilibrio entre radicais livres e estresse oxidativo, dentre elas: agem como desativadores de
oxigénio singleto; como antioxidantes de quebra de cadeia; impedindo a formacédo de radicais
livres; inibidores de enzimas pré-oxidativas; pela conversdo de hidroperéxidos e metal pro-
oxidante em compostos estaveis e pelo sinergismo com outros antioxidantes (DARMANYAN
et al., 1998; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; KANCHEVA, 2011; MIN; BOFF,
2002; POKORNY, 2007).

Os antioxidantes podem ser de origem natural ou sintética (CHEUNG, L. M,;
CHEUNG, P. C. K.; OOI, 2003). Os naturais dividem-se em enziméaticos e ndo enzimaticos
(Figura 11). Dentre os enzimaticos, os mais eficazes sdo a glutationa peroxidase (GPx),
superdxido dismutase (SOD), e catalase (CAT) (MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO,
1999). Os ndo enziméticos sdo a vitamina C e E, melatonina, carotenoides, antioxidantes tiol
(Glutationa, tiorredoxina e &cido lipdico), flavonoides naturais, dentre outros compostos
(MCCALL; FREI, 1999). Além disto, alguns antioxidantes podem ser enddgenos ou obtidos
através da dieta ou de suplementos. Os antioxidantes end6genos desempenham um importante
papel na preservacao da salde sistémica. Contudo, estes antioxidantes ndo sao suficientes sob
condigdes que provocam o estresse oxidativo, sendo necessario o auxilio dos antioxidantes

dietéticos para a manutencdo da saude e funcédo celular (RAHMAN, 2007).
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Figura 11 - Classificacdo dos antioxidantes. Fonte: Adaptado de RATNAM (2006).

Os antioxidantes sintéticos sdo muito utilizados pelas inddstrias, como por exemplo, na
indUstria alimenticia como adjuvantes na manutencao dos alimentos e possiveis inibidores da
peroxidacdo lipidica (SCHERER; GODOY, 2009). Contudo, estudos mostram que muitos
antioxidantes sintéticos podem apresentar efeitos toxicos, podendo atacar alvos bioldgicos,
como por exemplo, o galato de propila (GP) que reage com ions ferrosos, em presenca de
peréxido de hidrogénio, formando espécies reativas de oxigénio (HASLAM, 1996; SOARES,
2002). Alguns antioxidantes sintéticos utilizados na industria alimenticia, como o
butilhidroxianisol e butil-hidroxitolueno, podem provocar lesbes hepéticas e carcinogénese
devido ao seu acumulo no corpo (LUO; FANG, 2008; VALENTAO et al., 2002).

Os antioxidantes naturais podem ser encontrados em alguns alimentos e plantas onde
demonstraram efeitos significativos no combate aos radicais livres, além de seu potencial
nutritivo e terapéutico (AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993; STEINBERG, 1991). Diante
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disto, as pesquisas atuais tém buscado a acdo antioxidante nos produtos naturais a fim de
substituir os sintéticos na protecdo contra os radicais livres e no retardo do avanco de muitas
doencas cronicas (SOUSA et al., 2007; SUN et al., 2011).

2.10 RESISTENCIA BACTERIANA

As infecgOes bacterianas sempre despertaram grande preocupagdo na populacéo,
causando mortalidade e morbidade significativas. O grande avango no desenvolvimento de
drogas antimicrobianas em meados do século 20, contribuiu momentaneamente para o controle
destas patologias, como na liberacao da penicilina na década de 1940. No entanto, pouco tempo
depois as bactérias desenvolveram vérias formas de resisténcia e assim despertaram uma grande
preocupacdo mundial (TENOVER, 2006).

Atualmente as doencas infecciosas causadas por bactérias € um problema de salde
publica, que afetam grande parte da populacdo mundial sendo uma das principais causas de
morte. Apesar da disponibilidade de antibidticos contra muitas bactérias, o indice de
mortalidade permanece alto. De acordo com a OMS, estas doengas representam cerca de 26%
da mortalidade mundial, onde causaram 14,7 milhdes de mortes em 2001 (BECKER; HU;
BILLER-ANDORNO, 2006). Segundo o Ministério da Saude, mais de 70% das bactérias que
causam infecgOes hospitalares no Brasil sdo resistentes a pelo menos um antibiético utilizado
rotineiramente (MARTINS; NOGUEIRA; CONCEICAO, 1998).

A medida que a utilizacdo irresponsavel e indiscriminada de antibidticos aumenta, as
bactérias se tornam cada vez mais resistentes, assim como a complexidade dos mecanismos de
resisténcia (KRAUSE, 1992). Algumas bactérias podem ser inatamente resistentes a um
determinado antimicrobiano e neste caso todas as cepas desta espécie sdo resistentes a esta
classe antibacteriana. Ha também as que se tornam resistentes a um composto antimicrobiano
onde se proliferam sob a pressdo seletiva do uso deste composto. As bactérias podem
desenvolver a resisténcia aos antimicrobianos por meio de varios mecanismos. Podem adquirir
0s genes codificantes de enzimas como por exemplo as lactamases, que destroem compostos
antimicrobianos antes de desempenharem seus efeitos, tornando a droga inativa. Outra forma
de resisténcia € quando as bactérias desenvolvem bombas de efluxo que expulsam os agentes
antibacterianos da célula antes que possam alcancar seu alvo. As bactérias também podem
desenvolver genes que produzem as paredes das células bacterianas alteradas, sem o sitio de

ligagdo dos compostos antimicrobianos tornando-a impermeével as drogas ou ainda podem
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adquirir mutagdes que limitam o0s acessos desses compostos ao seu alvo intracelular
(TENOVER, 2006).

A maioria dos antimicrobianos utilizados no tratamento das infec¢des bacterianas
possuem uma classificacdo de acordo com o seu mecanismo de acdo. Os principais mecanismos
de acdo compreendem a interferéncia da sintese da parede celular, inibicdo da sintese de
proteina, interferéncia da sintese de acidos nucléicos, inibigdo da via metabolica e rompimento
da estrutura da membrana bacteriana (NEU, 1992). Os compostos naturais normalmente agem
por desintegracdo da membrana citoplasmatica, fluxo de elétrons, desestabilizacdo de forca
préton motriz (FPM), coagulacdo do contetdo da célula e transporte ativo. O mecanismo de
acdo pode ndo agir em alvos especificos, podendo outros mecanismos afetar alguns sitios como
consequéncia. Os sitios de acdo dos produtos naturais, estruturas ou locais da célula bacteriana,
estdo demonstrados na figura 12. (BURT, 2004).

Diante disto, a resisténcia bacteriana se tornou um problema mundial de satde publica
e a perspectiva do uso de drogas antimicrobianas no futuro ainda é incerto. Portanto, acGes
devem ser tomadas a fim de reduzir esta problematica, como controlar o uso de antibidticos,
desenvolver pesquisas para melhor compreender os mecanismos genéticos de resisténcia e
sobretudo aumentar as pesquisas de novas drogas (NASCIMENTO et al., 2000). Por este
motivo, a busca de novas compostos antimicrobianos tornou-se uma consideravel alternativa
(FERREIRA, 2004). Muitos estudos, em diferentes paises, mostraram uma eficiente
propriedade antimicrobiana em extratos vegetais, ressaltando a importancia destes nos
tratamentos terapéuticos (ARTIZZU, et al., 1995; GRAHAM, et al., 2003; 1ZZO, et al., 1995;
KUBO; MUROI; HIMEJIMA,1993; SHAPOVAL, et al., 1994).

Fuga de constituintes
citoplasmaticos:
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Figura 12 - Locais e mecanismos na célula bacteriana que podem ser sitios de acdo dos
compostos naturais. Fonte: Adaptado de BURT (2004).
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2.11 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imune é constituido por moléculas enddgenas capazes de distinguir elementos
estranhos ao organismo, daqueles que sdo proprios, além de controlar invasores. Isto se da por
diferentes mecanismos, incluindo barreiras fisico-quimicas, fisicas, quimicas, sistema
fagocitico, citotoxicidade mediada por células NK, moléculas circulantes do sistema completo
e de anticorpos (STITES, TERR., 1995). Além disto, possui uma cadeia complexa e fortemente
regulada de vérias células linfoides e outras células que interagem por contato célula a célula e
por comunicacgdo através de mediadores solUveis, como por exemplo, as citocinas (HERZYK;
GORE, 2004).

A estimulacdo das respostas imunes ocorre frente a uma ameaca ao organismo. AS
células envolvidas nestas respostas possuem a funcéo de regular, suprimindo ou estimulando a
resposta imunoldgica, através de substancias imunomoduladoras (HOLLAND, VIZI; 2002).
Os imunomoduladores podem agir aumentando (imunoestimulantes) ou diminuindo
(imunossupressores) a resposta de defesa do hospedeiro. Dentre eles se destacam as proteinas
formadas a partir da ativacdo do sistema imunolégico, as drogas sintéticas ou naturais, além
dos produtos de origem vegetal e microbiana (MASIHI, 2000).

As plantas medicinais sdo potenciais fontes de substancias quimicas com propriedades
na imunomodulacdo da resposta imune (BASSO et al., 2005). Diversas plantas da medicina
popular e indigena destacam-se como fontes de variadas substancias com atividade
imunomoduladora, como as lectinas, saponinas, polissacarideos, peptideos, dentre outras
(NUNES-PINHEIRO et al., 2003). Diante disto, estes estudos tém fomentado um grande
interesse como uma alternativa frente aos métodos terapéuticos tradicionais (MEHROTRA et
al., 2003).

O uso de substancias com potencial efeito imunotoxico pode resultar em variados efeitos
adversos. A investigacdo de novas substancias e medicamentos quanto a sua seguranca e
eficacia deve incluir estudos pré-clinicos para a investigacdo de efeitos imunotoxicos e
imunomoduladores (PUTMAN et al., 2002). Diversos testes podem ser utilizados na avalicao
de potenciais efeitos imunotoxicos e imunomoduladores de novas drogas, substancias, produtos
vegetais e quimicos, dentre outros (LUSTER et al., 1992).

Uma das formas de investigar a atividade imunomoduladora de algum composto é
através da investigacdo da proliferacdo celular de esplendcitos (SILVA et al., 2011). A

capacidade de inducédo de apoptose e necrose € bastante utilizada como indicador de viabilidade
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celular, a fim de avaliar se a citotoxicidade foi induzida por alguma substancia (ELMORE,
2006; FIGUEIROA et al., 2013; MELO et al., 2011).

2.12 ESTUDO TOXICOLOGICO

Uma substancia é considerada tdxica quando uma determinada dose causa um
desequilibrio homeostéatico, desencadeando patologias ou até mesmo a morte (VEIGA JR.;
PINTO; MACIEL, 2005). Toda substancia pode provocar efeitos colaterais, onde a dose ird
definir tal substancia como medicamento ou como agente toxico (NIGGEMANN; GRUBER,
2003).

A toxicidade causada por uma planta medicinal pode ser contribuida por diversos
fatores. Dentre eles, se destacam a adulteracdo da planta, sazonalidade, identificacdo botanica
divergente, auséncia de padronizagdo na coleta. A falta de controle de qualidade durante a coleta
pode corroborar para contaminacGes com microorganismos, pesticidas, toxinas e metais
pesados (VEIGA JR.; PINTO; MACIEL, 2005). Além destes fatores, a forte crenca popular de
que as plantas sao inofensivas devido a sua origem natural (DENG, 2002; SAAD et al., 2006)
e a automedicacdo (STICKEL; PATSENKER; SCHUPPAN, 2005) também propiciam 0s
efeitos nocivos.

Diversos estudos mostram que alguns extratos vegetais detém substancias perigosas,
que causam efeitos tdxicos quando consumidas  (FIGUEIREDO; KAPLAN, 1997;
CAPASSO et al., 2000; GUIL, RODRIGUEZ-GARCIA, TORIA, 1997; LOEPER et al.,
1994). Diante disto, tornam-se essenciais os estudos multidisciplinares para investigar os
potenciais efeitos terapéuticos e toxicos das plantas medicinais.

O ensaio de toxicidade oral aguda permite avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos in
vivo de um composto, estipulando uma dose segura para a utilizacéo oral. Adicionalmente, este
estudo avaliar a mortalidade, os parametros bioquimicos, as condi¢cdes macroscdpicas ou
histopatolégicas dos érgaos, variacbes da massa corporal do animal, assim como do consumo
de agua e racdo (KIM et al., 2008). O guia 423 da Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico estabelece um protocolo para a analise da toxicidade aguda de
compostos, onde o ensaio € realizado a partir da administracéo oral do produto na dose de 2000
mg/kg (figura 13) (OECD, 2001).
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Figura 13 - Avaliacdo da toxicidade oral aguda. Fonte: OECD (2001).

Os efeitos toxicoldgicos causados pelos vegetais podem ndo ser imediatamente
identificados e correlacionados ao seu consumo, podendo ser observados a longo prazo, causar
alteraces no material genético e efeitos carcinogénicos (LAPA et al., 2004). Diante disto, a
realizacdo de ensaios de toxicidade genética in vivo em estudos pré-clinicos sdo essenciais para
verificar a seguranca de um determinado composto, avaliando a sua potencialidade genotdxica
e mutagénica. (ROTHFUSS etal., 2011).

2.12.1 Ensaio Cometa

A técnica do ensaio cometa foi desenvolvida pela primeira vez em 1984 por Ostling e
Johanson, a fim de avaliar a eficacia da quimioterapia e radioterapia em células tumorais
humanas, ndo sendo necessaria a utilizagdo de marcadores radioativos, apenas utilizando uma
pequena quantidade de células. Neste ensaio, as células eram submetidas a eletroforese, porém
somente as rupturas de fita dupla de DNA eram identificadas, isto porque as condi¢Bes neutras
limitavam o teste. (OSTLING; JOHANSON, 1984). Em seguida, Singh et al. (1988) propos
uma verséo alcalina do teste, onde constatou um aumento da migracdo do DNA, com deteccao
de ruptura tanto de fita dupla quanto simples, além de sitios alcali-labeis (sitios apurinicos) e
crosslink. A verséo alcalina do EC possibilitou um ensaio com maior sensibilidade na detecgéo
de agentes genotoxicos, uma vez que a maioria deles induzem quebras de fita simples e/ou sitio
alcali-labeis em maior quantidade do que as quebras de fita dupla (TICE et al., 2000).

O teste consiste na incorporacdo das células em gel de agarose, lise celular para a

remoc&o de proteinas e exposi¢do a um campo elétrico a fim de permitir que os fragmentos de
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DNA quebrados migrem sob condigdes alcalinas. A migragdo do DNA cromossomal ocorre do
nicleo em dire¢do ao anodo, semelhante a um cometa devido a “cauda” visualizada no
microscopio (OLIVE; FRAZER; BANATH, 1993). Desta forma, o dano ao material genético
é mensurado pela quantidade e comprimento do DNA na cauda do cometa (LIAO; MCNUTT;
ZHU, 2009), onde a andlise pode ser realizada visualmente ou pela e imagens por softwares
especificos (OECD, 2016).

O ensaio cometa (EC) tornou-se um método padrdo e muito utilizado na avaliacdo de
danos do DNA em diversas éareas de aplicacdo, como na genética toxicologica,
biomonitorizagdo humana, testes de genotoxicidade, ecogenotoxicologia e epidemiologia
molecular (COLLINS, 2004). Além disto, esta técnica pode ser aplicada na avalicdo de
xenobioticos alimentares e farmacéuticos, na anélise do estresse oxidativo referente as diversas
patologias, investigacdo da atuacao de antioxidantes na protecdo do DNA e avaliacdo de danos
e reparo do DNA quando exposto a agentes genotoxicos (BRENDLER-SCHWAAB et al.,
2005; LOVELL; OMORI, 2008).

A genotoxicidade ocorre quando o genoma € lesionado, podendo refletir em mutacdes
génicas ou em mudancas na estrutura cromossdmica que quando ocorrem em células
germinativas, podem se integrar a geracao celular seguinte (MOUTSCHEN, 1985). Em
comparagdo com outros testes de genotoxicidade, o EC possui vantagens bem como a utilizagéo
de um pequeno nimero de células para a investigacao e identificacdo de diversos tipos de lesGes
do DNA, aplicabilidade em inimeros tecidos animais (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005),
pode ser utilizado em ensaios in vitro e in vivo (HERNANDES et al., 2014; KAHL et al., 2008),
é um ensaio de facil aplicacdo, baixo custo e que requer pouco tempo para a finalizacdo do
procedimento (TICE et al., 2000).

2.12.2 Teste de Micronucleo

Os micronucleos (MNSs) foram inicialmente descritos no citoplasma de eritrocitos em
1900 por Howell, denominados por ele de “fragmento de material nuclear”, e chamados de
“corpusculos intraglobulares” por Jolly. (KIRSCH-VOLDERS; SOFUNI, et al., 2003). Os MNs
eram vistos frequentemente em células ap0s exposicdo a radiacdo, resultando a partir de
fragmentos acéntricos no estagio tardio da mitose, onde eram excluidos dos dois ndcleos da
filha, aparecendo como microndcleos na interfase de uma ou ambas as células filhas (EVANS;
NEARY; WILLIAMSON, 1959). Boller e Schmid, (1970) sugeriram pela primeira vez a
utilizacdo do termo teste de micronucleo e juntamente com Heddle, (1973), contribuiram para
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0 progresso das pesquisas do potencial genotdxico através da utilizagdo de eritrocitos da medula
0ssea (SCHMID; STAIGER, 1969). VonLedbur e Schmid contribuiram grandemente para a
pesquisa de danos citogenéticos através da identificacdo de MNSs nos eritrocitos policromaticos
micronucleados (PCE) na medula 6ssea de roedores (VONLEDEBUR; SCHMID, 1973).

Os MNs ocorrem a partir de lesbes estruturais a nivel de DNA, cromossomos ou
proteinas relacionadas a segregacdo cromossémica (KIRSCH-VOLDERS; SOFUNI, Toshio;
et al., 2003), resultando na formacgédo de um pequeno nuicleo ao lado do nucleo principal nas
células filhas (como, por exemplo, eritrdcitos policromaticos) (Figura 14) (SCHMID, 1975).
A formacéo de MN originada a partir de fragmentos cromossomicos ou da perda de eventos
cromossdmicos requer uma divisdo mitotica ou meidtica (KIRSCH-VOLDERS; SOFUNI, et
al., 2003). Isto ocorre porque alguns produtos quimicos podem causar mudancas genémicas
danificando diretamente o0 DNA ou através de ligacdo a proteinas relacionadas com a
manutencdo de integridade do material genético (FENECH, 2000; KIRSCH-VOLDERS;
VANHAUWAERT, A; et al., 2003).

A mutacdo cromossomal ou a perda do cromossomo Sdo pontos importantes na
formacéo do cancer (FENECH, 2000). O ensaio de MN é um importante biomarcador prévio
para a carcinogénese (BONASSI et al., 2007), onde muitos 6rgdos recomendam a avaliagdo da
genotoxicidade para analisar a potencial carcinogenicidade humana (CIMINO, 2006). Este
teste é descrito em guias de organizaces cientificas como a OECD (OECD, 2016) e é indicado
como primeira escolha na investigacdo in vivo de ensaios de genotoxicidade por agéncias
regulatérias, como por exemplo, o FDA, na avaliacdo da mutagenicidade de xenobidticos
(CIMINO, 2006; ICH, 2012).
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Figura 14 - Formacdo de micronlcleo — Ruptura ou perda de cromossomos. (A) Diagrama
esquematico mostrando a formacdo de um micronicleo a partir de um fragmento de
cromossomo ou de um cromossomo inteiro. (B) Fotomicrografia de um linfécito contendo um
micronucleo. Fonte: BONASSI et al. (2007).



39

Quando comparado com outros ensaios de genotoxicidade, é possivel perceber muitas
vantagens na utilizacdo do teste de MN’s, sendo um ensaio sensivel, simples, eficaz, com baixo
custo, além poder ser utilizado em qualquer populagéo celular em proliferacdo (HAYASHI et
al., 1998). Contudo, a conciliagdo do EC com a analise de MN’s tem sido muito aplicada nas
investigacBes de genotoxicidade in vivo, pois alem de permitir uma viabilidade técnica com a
utilizacdo complementar de diferentes Orgdos, fornece dados de diferentes endpoints
(ROTHFUSS et al., 2011).
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RESUMO

Triplaris gardneriana Wedd. é uma planta muito utilizada na medicina popular para tratar
doencas venéreas, hemorroida, cancer, reumatismo, gastrite, Ulcera, azia, tosse e gripe e
inflamac&o de 6rgdos internos. Neste estudo, foi relatado a caracterizagdo fitoquimica das folhas
de T. gardneriana coletadas no Parque Nacional do Vale do Catimbau, em Buique,
Pernambuco, assim como suas atividades bioldgicas in vivo e in vitro. Na triagem fitoquimica,
0 extrato aquoso de T. gardneriana (TG Agq) revelou a presenca de flavonoides,
proantocianidinas condensadas, leucoantocianidinas, taninos hidrolisaveis e tracos para
monoterpenos e sesquiterpenos. Na determinacdo do teor total de fendis e flavonoides, TG Aq
apresentou conteudo fendlico total de 333,44 = 3,43 mg EAG/g de extrato e contetdo de
flavonoides totais de 23,1 + 0,41mg EQ/g de extrato. A Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) identificou a presenca do composto quercetina. Ainda sobre a caracterizacéo
da amostra, foi observado atividade hemaglutinante (AH) inibida pela fetuina e estavel a 100
°C, ndo havendo inibicdo de tripsina. A atividade antioxidante de TG Aq foi avaliada por cinco
métodos diferentes. Nos ensaios de reducdo dos radicais livres DPPH e anion superoxido, TG
Aq apresentou um IC50 de 19,10 £ 0,26 e 33,48 £ 0,31 ug/mL, respectivamente. Os ensaios de
reducdo de ions metélicos, TAC e FRAP, TG Aq apresentou resultados bem préximo dos
padrdes utilizados. Ja no ensaio de inibicdo da peroxidacdo lipidica, TG Aqg apresentou uma
atividade de inibicdo maior que a da quercetina e do BHT. Ja no ensaio de inibicdo da
peroxidacdo lipidica, TG Aqg apresentou uma atividade de inibicdo de 29,44 + 0,28. Na
avaliacdo da atividade antimicrobiana, TG Ag apresentou uma concentracdo inibitoria apenas
para as cepas bacterianas gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Foi
visto também que TG Aq aumenta significativamente a proliferacdo celular em esplendcitos de
camundongos em 24h e que ndo induz a apoptose e a necrose celular. A amostra ndo demonstrou
toxicidade oral aguda, assim como ndo possui potencial genotdxico. Estes resultados
demonstram que a TG Ag possui importantes acGes bioldgicas e que o seu uso pela via oral

pode ser considerado seguro.

Palavras-chave: plantas medicinais. Pajed. Polygonaceae. atividades biologicas. estudos de

seguranca.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres estdo envolvidos em diversos processos fisiologicos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE; CROSS, 1992), no entanto, quando em excesso, provocam efeitos nocivos ao
organismo causando indmeras patologias (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RAHMAN,
2007). Os organismos vivos produzem os antioxidantes, substancias que regeneram ou
previnem os danos causados pelos radicais livres, porém quando estes sdo insuficientes o
organismo sofre agOes degenerativas conhecidas como estresse oxidativo. Diante disto, 0s
estudos de plantas que previnem ou minimizam estes efeitos tdxicos tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos (ALVES et al., 2010).

A crescente resisténcia dos microoganismos que causam prejuizo a salude humana aos
antibidticos conhecidos, tem aumentado a procura de compostos antimicrobianos de origem
vegetal (NASCIMENTO et al., 2000). Ha séculos os efeitos antimicrobianos das substancias
presentes nas plantas sdo conhecidos empiricamente e somente foram comprovados
recentemente (JANSSEN; SCHEFFER; BAERHEIM SVENDEAEN, 1987).

Os produtos farmacéuticos podem ser descobertos por duas maneiras, através da sintese
em laboratorio ou por meio de testes e bioensaios em produtos naturais (SOEJARTO, 1996).
Cerca de 64% dos medicamentos tem um produto natural envolvido em seu desenvolvimento
(NEWMAN; CRAGG, 2012). As plantas séo consideradas fontes naturais de novos compostos
de interesse medicinal e biotecnolégico, uma vez que sintetizam uma ampla variedade de
compostos bioativos (KATIYAR et al., 2012). Portanto, o conhecimento dos compostos
naturais € essencial para a triagem inicial na descoberta de novas drogas (LUCA et al., 2012).

Tendo em vista que as plantas medicinais representam a Unica fonte de medicamentos
para uma grande parta da populagdo, o governo brasileiro aprovou em 2006 a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. A fim de garantir a seguranca na utilizacdo das plantas
medicinais, esta politica estabelece diversas diretrizes e dentre elas preconiza o estudo de
toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e efeitos terapéuticos dos fitoterapicos
(BRASIL,2006). A pesquisa de novas substancias também deve incluir estudos pré-clinicos
para a investigacdo de efeitos imunotoxicos e imunomoduladores (PUTMAN et al., 2002), uma
Vez gque 0s compostos naturais podem promover a modulagao de respostas imunes (JANTAN,
AHMAD, BUKHARI, 2015).
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A utilizagdo de plantas para fins medicinais tem aumentado progressivamente nas Ultimas
décadas no Brasil, sendo respaldada pelo seu baixo custo, além da convicc¢do da populagao de
que tais produtos nao causam efeitos colaterais. Contudo, as plantas possuem contraindicacdes,
podendo causar sérios efeitos colaterais e por isso precisam ser estudadas quanto a sua
seguranca (MAGALHAES et al., 2015). Apesar do conhecimento adquirido sobre as plantas
medicinais serem repassados de geragdo a geracdo, muitas espécies vegetais nunca foram
estudadas ou ndo se tem estudos suficientes, onde pouco se sabe sobre as suas propriedades
terapéuticas (SOEJARTO, 1996) e sobre seus potenciais riscos a satde (VARGAS et al., 1990),
sobretudo sobre o seu potencial genotoxico (MARQUES et al.,, 2003). A utilizagdo
indiscriminada de produtos naturais pode acarretar na interagdo de substancias vegetais com o
DNA, ocasionando alteracfes em suas estruturas e promovendo mutacdes (TAMAKOU;
KUETE, 2014). Diante disto, a seguranca das plantas medicinais tornou-se uma preocupacao
ndo sO para as autoridades de saude nacional como também para a populagdo (SAHOO;
MANCHIKANTI; DEY, 2010), tendo em vista que diversas plantas possuem substancias
qguimicas conhecidas como mutagénica e/ou cancerigena (BJELDANES; CHANG, 1977,
WEISBURGER, 1979).

A Triplaris gardneriana é uma planta utilizada pela medicina popular em diversas
patologias, sendo empregada desde em banhos semiclpio no tratamento de blenorragia,
leucorréia e hemorroida sangrenta (BRAGA, 1976) até o uso da infusdo da casca e folhas para
tratar cancer, reumatismo, gastrite, Ulcera, azia, tosse e gripe e inflamacdo de 6rgédos internos
(CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010; JUNIOR et al., 2014; ROQUE; ROCHA;
LOIOLA, 2010). Desse modo, esse estudo teve como objetivo analisar as atividades bioldgicas
e investigar o risco da utilizacdo desta espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material e preparacéo do extrato

As folhas de T. gardneriana WEDD. foram coletadas no Parque Nacional do Vale do
Catimbau, em Buique, Pernambuco. O material foi levado a estufa de circulacéo de ar forcado
(40-45°C) por um periodo de quatro dias. A amostra foi identificada conforme as técnicas
taxondmicas habituais e depositado no Herbario IPA, do Instituto Agronémico de Pernambuco.
O material vegetal foi processado em moinho de bancada seguido de extragdo por agitagéo e

sonicacao em agua destilada para obtencéo do extrato bruto aquoso e posteriormente liofilizado.

2.2 Anélise Fitoquimica da Amostra

2.2.1 Cromatografia em camada Delgada

Foi realizada uma triagem fitoquimica do TG Aq para detectar as principais classes de
metabolitos secundarios, através da Cromatografia em Camada Delgada de Silica. A
metodologia empregada para cada composto estd descrita na tabela de reagentes abaixo
(Harborne, 1998; Roberts, et al., 1957; Wagner, et al.; 1996 e Brasseur e Angenot, 1986).

Tabela 1: Sistemas e reveladores utilizados na cromatografia em camada delgada, para
identificacdo dos metabdlitos secundarios do extrato de folhas de T. gardneriana.

Classe de metabdlitos

- Padrdes Sistema de eluicao Revelador Referéncias
secundarios
Flavonoides, derivados Quercetina, rutina e AcOEt-HCOOH- Wagner & Bladt, 1996
cindmicos e “cido clor6 &nico AcOH-H20 NEU Brasseur & Angenot,
fenilpropanoglicosideos 9 (100:11:11:27 viv) 1986
. . . Tolueno:AcOEt Lieberman &
Triterpenos e esteroides B-sitosterol (90:10 v/v) Burchard Harborne, 1998
. - Tolueno:AcOEt Anisaldeido
Mono e sesquiterpenos Timol (97:3 V) sulfirico Harborne, 1998
Cumarinas e Quinonas Cumarina e CHCla-MeOH (98:2 KOH Wagner & Bladt, 1996
lapachol vIv)
AcOEt-HCOOH-
Alcaloides Pilocarpina AcOH-H20 Dragendorff Wagner & Bladt, 1996
(100:11:11:27 viv)
Proantocianidinas AcOEt-HCOOH-
condensadas e Catequina AcOH-H:20 Vanilina cloridrica Roberts et al. 1957
leucoantocianidinas (100:11:11:27 viv)
Taninos hidrolisaveis Acido galico N-BUOH-H0-ACOH 10 de ferro 106 Xavier (2002)

(40:50:10 v/iv)

Stiasny (1912)
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2.2.2 Dosagem de Fendis Totais

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para a dosagem do conteudo fendlico total,
com algumas modificacbes (LI et al., 2008). Diferentes concentracdes de acido galico, assim
como as amostras, foram dissolvidas em metanol ou agua (no caso da amostra aquosa). Para
cada pogo foram adicionados 0,1 mL da solugdo de Folin diluida de 1:10 (v/v) e 0,02 mL das
amostras diluidas. Ap6s 3 minutos no escuro, 0,08 mL de carbonato de sodio (7,5%) foi
adicionado, deixando por mais 120 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apds esse
periodo as absorbancias das amostras foram medidas a 765 nm contra um branco (reagente
adicionado ao metanol ao invés da amostra). Uma curva de calibracéo foi preparada através da
representacdo grafica da absorbancia em funcdo da concentracdo de &cido galico e entdo
encontrada a equacdo linear (y =0,0121x - 0,032, R2=10,9967). O teor total de fenol no extrato
foi expresso em termos de equivalente de acido gélico (mg EAG / g de extrato).

2.2.3 Dosagem de Flavonoides

O conteudo de flavonoides foi determinado através do método colorimétrico com cloreto
de aluminio descrito por Woisky e Salatino, com algumas modificagdes (WOISKY;
SALATINO, 1998). Diferentes concentragfes de Quercetina, assim como as amostras, foram
dissolvidas em metanol ou 4gua (no caso da amostra aquosa). Em cada poco foi adicionado 0,1
mL do reagente de cloreto de aluminio (2g de cloreto de aluminio diluido em etanol a 2%), e
misturado a 0,1 mL das amostras em triplicata. A mistura foi mantida em temperatura ambiente
durante 60 minutos. A absorbancia das amostras foi medida & 420 nm contra um branco. A
curva de calibracdo foi preparada através da representacdo grafica da absorbancia em funcao
da concentracdo de Quercetina e entdo encontrada a equacdo linear (y = 0,0098x - 0,0483, R2 =
0,9957). O teor de flavonoides total no extrato foi expresso como equivalente Quercetina (mg
QE / g de extrato).

2.2.4 ldentificacdo de compostos fendlicos através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A identificacdo dos compostos fendlicos no extrato aquoso foi determinada através da

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Agilen 1260 infinity) utilizando a coluna Zorbax SB
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(C18), 4,6 mm x 250 mm, 5 um, com temperatura de 30 °C. A separacdo cromatogréfica foi
realizada utilizando a fase movel de gradiente: A (4gua acidificada) e B (acetonotrila), 0-15
mim = 92% de A e 8% de B, 16-30 min = 65% de A e 35% de B, com fluxo de 2,4 mL/min,
usando detector UV a 254 nm, em um volume de injecdo de 5 uL. Foram utilizados padrdes
puros (Sigma Aldrich): Acido caféico, Acido clorogénico, Acido gélico, Acido elagico, Acido
trans-ferulico, Catequina, Quercetina e Rutina. A identificacdo dos compostos foi determinada
através do tempo de retencdo e da comparagdo entre o espectro UV dos picos com 0s

previamente obtidos pela injecdo dos padrbes puros.

2.3 Dosagem de proteina

A quantificacdo de proteina foi feita pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se
uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA), com valores compreendidos entre 31,25 e
500mg/mL, obtendo-se a curva Y = 0,0009x + 0,0612, Rz = 0,9877.

2.4 Atividade hemaglutinante (HA)

Foi testado a capacidade da amostra de aglutinar eritrocitos de coelho. O ensaio HA foi
realizado em placas de microtitulacdo de 96 pocos (Kartell S.P.A., Itélia), de acordo com Paiva
e Coelho (1992), utilizando uma suspensdo de 2,5% (v/v) de eritrocitos tratados com
glutaraldeido (BING; WEYAND; STAVITSKY, 1966). A amostra (50 pL) foi diluida duas
vezes em série em NaCl 0,15M. Em seguida, a suspensao de eritrocitos (50 pL) foi adicionada
a cada pogo e o ensaio foi incubado a 25°C durante 45 min. O controle negativo continha apenas
eritrocitos e NaCl 0,15 M. O numero de unidades HA (titulo) foi calculado como o valor
reciproco da maior diluicdo da amostra que promoveu a aglutinacdo completa de eritrécitos. A
HA especifica foi definida pela razdo entre o titulo e a concentracéo de proteina (mg/ mL).

Para avaliar o efeito da temperatura, a amostra foi aquecida a 100 °C por 30 minutos antes
da atividade hemaglutinante. Os ensaios de inibicdo de HA foram realizados pela adicdo de
carboidratos a solucdo de NaCl 0,15 M, onde a amostra foi incubada durante 15 minutos antes
da adicao dos eritrocitos. Os monossacarideos (200 mM) frutose, glicose, galactose, manose,
N-acetil-glicosamina e a glicoproteina (0,5 mg / mL) fetuina, foram avaliados quanto ao efeito
inibitdrio sobre HA de TG Aq.
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2.5 Ensaio de inibigdo de tripsina

O ensaio de inibicdo de tripsina foi realizado em placas de microtitulacdo de 96 pocos,
onde 0,1 mg/mL de tripsina bovina foi preparada em Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0) contendo CaCl
0,02 M. A tripsina bovina (5,0 pL) foi incubada (5 min, 37°C) com o extrato aquoso de T.
gardneriana (10,0 pL, 2,0ug), onde o volume foi ajustado para 195,0 uL com tampéo Tris. Em
seguida, foi adicionado o composto sintético N-a-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilina (BApNa)
dissolvido em dimetilsufoxido (5 pul) e incubado a 37°C por 30 min. A hidrolise do substrato
foi obtida a 405nm através do espectrofotometro de microplacas universal (pQuant, MQX200;
BioTek Instruments, Inc., VT, EUA). Os brancos foram realizados nas mesmas condigdes, sem
0 substrato ou sem a enzima. Uma unidade de atividade inibitdria de tripsina foi definida como
a guantidade de inibidor que diminui a absorbancia em 0,01 em compara¢do com o controle
100% da atividade apds 30min a 37°C (OLIVEIRA et al., 2012). A atividade especifica de
inibicdo de tripsina corresponde a propor¢do entre o nimero de unidades e o teor proteico do

extrato e foi expressa como U/mg de proteina.

2.6 Atividades Antioxidantes in vitro

2.6.1 Preparo das amostras

Para as atividades antioxidantes in vitro a amostra foi diluida & 1 mg/mL em &gua
destilada. Foram utilizados os padrées Acido Galico, BHT e Quercetina diluidos & 1 mg/mL

em metanol, a fim de comparar as atividades dos extratos.

2.6.2 Sequestro de radicais livres DPPH*

A atividade sequestradora de radical livre do extrato foi medida em termos de doacgéo de
hidrogénio usando o radical estavel 2,2-difenill-picrilhidrazil (DPPHe) (BLOIS, 1958).
Quando em contato com um agente antioxidante, este radical recebe um elétron ou um radical
hidrogénio sendo assim reduzido a difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, podendo ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia.

Para este ensaio, foi misturado 0,25 mL da solu¢do de DPPHe (1 mM e DO517 = 0,650
+ 0,05) em 0,04 mL de diferentes concentracGes do extrato (31,25; 62,5; 125; 500 e 1000
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pg/mL). Apds 25 minutos foi medida a absorbancia em 517 nm. O controle foi o DPPH
adicionado a 0,04 mL de metanol. A eliminagdo de radicais de DPPHe foi calculada pela
formula: SRL [DPPHe] (%) = [(Aa — Ac) / Ac] x 100. Onde: Aa = Absorbancia da amostra e
Ac = Absorbancia do controle. Os resultados serdo expressos em IC50 calculados pelo
GraphPrism 5.0. O consumo de DPPH pela amostra e o IC50 s&o inversamente proporcionais.

2.6.3 Sequestro do Anion Superoéxido

A atividade de sequestro do radical superdxido (O2") foi realizada conforme descrito por
Beauchamp e Fridovich, 1971, com algumas modificacbes. Este € um método colorimétrico
que se baseia na reducdo fotoquimica da riboflavina induzida pela iluminacdo. A reducéo da
riboflavina forma o radical O2" que por sua vez reduz o sal de tetrazolio NBT (incolor) a
formazan (purpura). Os compostos que atuam como antioxidantes reagem com o radical Oz
inibindo a formacdo do formazan.

Diferentes volumes de amostra foram misturados ao tampéo fosfato de sddio (50 mM em
pH 7,8), e em seguida foi adicionado 0,2 mL de EDTA (0,1 M) e 0,1 mL de NBT (1,5 mM),
onde o controle foi feito sem adicdo da amostra. Foi retirado 0,1 mL dessa mistura e feita a
leitura no leitor de Elisa a 560 nm (leitura OD1). Foi adicionada aos tubos 0,15 mL de
riboflavina (20 uM) e entdo exposta a luz fluorescente por 15 minutos a 25 °C para iniciar a
reacdo. Posteriormente, a amostra foi adicionada a placa de microtitulacdo (100uL) e obtida a
leitura OD2 a 560 nm. A OD1 foi considerada como um branco, onde foi subtraida do valor da
amostra (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). A atividade sequestradora do radical

superdxido foi calculada pela formula abaixo:

. . 0D do branco-0D d t
Sequestro de anions superéxido (%) = —————— 2202778 ¥ 100
OD do branco

Os resultados foram expressos em termos de concentragdo inibitoria (C150), ou seja, a
concentragdo da amostra que é necessaria para inibir em 50% a atividade do O2 e— e foram

calculadas por analise de regressao exponencial, expressos como média = DP.



49

2.6.4 Atividade Antioxidante Total (TAC)

A atividade antioxidante total, também chamado de método do fosfomolibdénio € um
ensaio quantitativo que determina a atividade antioxidante através da reducdo de ions metalicos
e formagdo do complexo fosfomolibdénio. O complexo de fosfato de molibdénio é formado
pela reacdo do fosfato de s6dio monobéasico, molibdato de aménio e acido sulfurico, onde na
presenca de uma substancia antioxidante ocorrera a reducdo do molibdato a molibdénio.

A atividade foi realizada através da adicdo de 0,1 mL da amostra a 1 mL da solucéo de
fosfomolibdénio (600 mM de &cido sulfarico, 28 mM de fosfato de sédio e 4 mM de molibdato
de amdnio), e posteriormente incubados em &gua a 95 °C por 90 minutos. Apds voltarem a
temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram medidas a 695 nm contra um branco
(1 mL de solucdo e 0,1 mL do metanol) (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A atividade
antioxidante total calculada pela formula TAC (%) = [(Aa — Ac) / (Aaa — Ac)] x 100, onde: Ac
= Absorbéncia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia do &cido

ascorbico.

2.6.5 Reducdo do fon Férrico (FRAP)

O ensaio por reducdo de ions férrico, também conhecido como FRAP, foi realizado
segundo Benzie e Strain, com algumas modificacGes. A atividade foi determinada através da
reducio do complexo de Fe**-TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) & sua forma ferrosa em
pH &cido.

A solucdo estoque foi preparada com 300 mM de tampéo acetato (3,1 g CH3COONa e
16 mL CH3COOH) em pH 3,6, 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) solubilizado em
40 mM de HCI, e 20 mM de solugéo de FeCls. A solucdo de trabalho foi preparada na hora
misturando, 25 mL do tampao acetato, 2,5 mL de TPTZ e 2,5 mL FeCl3 (10:1:1) e incubado por
5 min a 37 °C (BENZIE; STRAIN, 1996). Vinte microlitros das amostras em diferentes
concentracdes diluidas em metanol, foram misturadas com 0,180 mL do reagente de trabalho
(FRAP) e deixadas em repouso por 30 minutos a 37 °C no escuro. Posteriormente as
absorbancias foram medidas a 593 nm. Uma curva padrdo com FeSO4 (0 - 1000pg/mL) foi
realizada para obtencdo da equagdo Y = 0,0053x — 0,146, R? = 0,9849. Os resultados séo

expressos em mg EFeSOq4 (1) / g de extrato.
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2.6.6 Peroxidacédo Lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada segundo Kikuzaki; Nakatani, 1993, baseado na
inducdo da peroxidacéo lipidica de um acido graxo (&cido linoléico), por aquecimento a 40 °C,
onde na presenca de compostos antioxidantes, a producdo dos radicais peroxilas (LOOH?®) é
inibida.

Nesse método, duzentos microlitros da amostra, do padrdo (controle positivo) ou do
branco (dgua) foram adicionados em um tubo (separadamente) com 0,2 mL da solucéo de &cido
linoleico (2,5 M), 0,4 mL de tampdo fosfato (20 mM, pH 7) e 0,2 mL de agua destilada (volume
final 1 mL) (KIKUZAKI; NAKATANI, 1993). Posteriormente, os tubos foram incubados no
escuro por 24 horas a 40 °C. Apos a incubacdo, 0,05 mL da mistura foi adicionado a 0,05 mL
de etanol (75%), 0,05 mL da solucéo de tiocianato de amonio (0,3 M) e 0,05 mL de solucéo de
cloreto ferroso (20 mM) em um uma placa de microtitulacdo de fundo chato. Apés 3 minutos,
foi mensurada a densidade 6tica em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 500 nm.
A mistura original voltou para incubadora e o experimento foi realizado a cada 24h até 1 dia
apos o controle positivo atingir o seu valor maximo de absorbancia. Os resultados foram
expressos em porcentagem de Inibicdo, calculados pela formula: 1(%) = [( Abs do controle
positivo do ultimo dia - Abs da amostra no ultimo dia) / Abs do controle positivo do Gltimo
dia] x 100, onde abs ¢é absorbancia.

2.7 Atividade Antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana realizada através do modelo experimental de
microdiluicdo seriada, conforme descrita por CLSI (2014). O extrato aquoso de T. gardneriana
foi diluido em DMSO a 2%, filtrado em membrana de 0,22 um de porosidade a fim de garantir
a esterilidade e testado nas seguintes concentracfes (2000 —1000 -500 —250 —125 —e 62,5
pug/mL). As cepas de bactérias utilizadas no ensaio foram: Staphylococcus aureus (UFPEDA
02), Enterococcus faecalis (UFPEDA 09), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 224) e
Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396). O inoculo foi preparado na concentragdo de 5 x 107
UFC/mL a partir da suspensdo de 0.5 McFarland (108 UFC/mL). A suspensdo de bactéria foi
ajustada a Densidade optica (DOsoo) € ficou na concentracdo de 5 x 105 UFC/mL (5 x 104
UFC/uL pogo). Em seguida, foram adicionados em microplacas (96 pogos) as concentragdes

descritas anteriormente de TG Ag e 0 meio de cultura Mueller-Hinton caldo e foram incubadas
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a 37 °C por 24 horas. No controle de crescimento da bactéria foi adicionado o meio de cultura
e a bactéria, e no controle de esterilidade foi adicionado apenas o meio de cultura. Apds o
periodo de incubacdo, foi realizada a leitura das microplacas em espectrofotdometro a 600 nm
nos tempos de Oh e 24h. O teste foi executado em quadruplicata e calculado na forma de média
e desvio padrdo. Para avaliar a concentracdo minima bactericida (CMB), 5 uL foi retirado de
cada poco da microplaca e semeado em uma placa de petri contendo meio Mueller-Hinton.
Essas placas foram incubadas a 37 °C por 24h. Apo0s esse periodo, foi observado se houve algum
crescimento bacteriano na presenca do extrato, que € considerado bactericida quando na placa

ha auséncia total de crescimento bacteriano.

2.8 Potencial imunomodulador e citotdxico em esplendcitos de camundongos

2.8.1 Preparacdo dos esplendcitos

Este procedimento foi realizado de acordo com Melo et al. (2011), onde foram utilizados
camundongos fémeas BALB/c (6-8 semanas de idade, 5 animais) que foram criados e mantidos
nas instalaces de animais do Laboratdrio de Imunologia de Keizo Asami - LIKA, localizado
na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os camundongos foram mantidos em
condicdes laboratoriais padrdo (20-22 ° C e 12 h ciclo diurno e noturno) com dieta padrdo
(Labina / Purina, Campinas, Brasil) e a4gua “ad libitum”. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com a Comisséo de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Pernambuco (nimero de protocolo: 0048/2016).

Apo0s a eutanasia dos animais (gas COz), o bago de cada camundongo foi removido
assepticamente e colocado num tubo Falcon contendo RPMI 1640 com soro fetal bovino (meio
completo). Em uma capela, cada baco foi transferido para uma placa de Petri e macerados. As
suspensdes celulares obtidas a partir de cada baco foram transferidas para tubos Falcon
contendo aproximadamente 10 mL de meio incompleto. Os homogeneizados de baco foram
sobrepostos numa camada Ficoll-Paque TM PLUS com a densidade ajustada para 1,076 g/mL
e centrifugadas a 1000 xg a temperatura ambiente durante 25 min. A camada celular de interface
contendo células imunes foi recuperada por pipeta Pasteur, lavada duas vezes em solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS 1X) e centrifugada duas vezes a 500 g durante 10 min para

obtencéo do pélite. As células foram contadas numa cdmara de Neubauer, e a viabilidade celular
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foi determinada pelo método de exclusdo do azul de tripan. As células foram utilizadas apenas
quando a viabilidade foi > 95%.

2.8.2 Ensaio de proliferacao celular em esplendcitos de camundongos

ApoOs a obtencdo dos esplendcitos, a solucdo celular foi centrifugada a 300 xg a
temperatura ambiente durante 5 minutos com PBS 1X esterilizado adicionado com SFB 5%
(pH 7,2). Depois disso, a solucdo celular foi ajustada para 1x106 cels/mL e recebeu 5 mM de
5(6) éster de N-succinimidil de diacetato de carboxifluoresceina (CFSE). As células foram
incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro e centrifugadas duas vezes a
300 xg por 5 minutos com PBS 1X estéril. As células marcadas com CFSE foram cultivadas
durante 24 horas e 48 horas com 25 pg/mL de TG Aq ou apenas meio de cultura (controle
negativo). Ap6s o término do tempo de cultivo, as células foram centrifugadas (300 xg por 5
min), foram transportadas para citometria de fluxo na plataforma FACSCalibur (Becton
Dickinson Biosciences) e os resultados foram analisados usando o software Cell Quest Pro

(Becton Dickinson).

2.8.3 Andlise da citotoxicidade

Os esplendcitos foram tratados com TG Aq (3, 6, 12.5, 25 e 50 pg/mL) por 24 horas
bem como as células ndo tratadas e foram centrifugados a 450 xg a 4°C durante 10 min. Apés
descartar o sobrenadante, adicionou-se 1 mL de PBS 1X ao precipitado e ap0s ressuspensao, as
células foram novamente centrifugadas (450 xg, 4°C, 10 min). O sedimento foi ressuspenso em
300 pL de tampao de ligacao (HEPES 10 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl2 1
mM e CaCl2 1,8 mM), transferido para um tubo citométrico marcado e anexina V conjugada
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1: 500) e iodeto de propidio (PI, 20 pg / mL). A
citometria de fluxo foi realizada em uma plataforma FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose,
EUA) e os resultados foram analisados usando o software CellQuest Pro (BD Biosciences). As
células anexos-FITC negativo/PI positivo foram consideradas como necroticas e as celulas
Anexina-FITC positivas/Pl negativas foram consideradas na fase inicial da apoptose. Os duplos

negativos foram considerados células viaveis.
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2.9 Avaliacao da toxicidade Aguda

Este ensaio foi realizado de acordo com o protocolo 423 da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2001). Foram utilizados camundongos
(swiss albino) do sexo feminino provenientes do Biotério do Laboratério de Imunopatologia
Keiso Asami-LIKA - UFPE, com aproximadamente oito semanas de idade, pesando em torno
de 40g. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada de 22 + 2 °C e
umidade relativa de 50 + 5%, com ciclo claro/escuro de 12h, com livre acesso a comida e agua.
Todos os procedimentos experimentais que foram realizados estdo de acordo com as leis
brasileiras para experimentacdo com animais e foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco. Protocolo n°; 0005/2017.

A toxicidade oral aguda foi determinada pelo teste de dose limite de 2000 mg/kg e 0s
animais foram distribuidos em 2 grupos com 3 animais cada grupo, onde um grupo controle
negativo recebeu apenas salina e o outro grupo recebeu o estrato aquoso da folha (2000 mg/kg).
Os grupos do extrato e controle negativo receberam seus tratamentos por gavagem. Apos a
administracdo os animais foram observados quanto ao aparecimento de sinais de toxicidade,
tais como alteracdo de locomocgdo, frequéncia respiratoria, piloerecdo, diarreia, sialorreia,
alteracdo do tonus muscular, convulsdes, hiperexcitabilidade do Sistema Nervoso Central,
contor¢des abdominais e nimero de animais mortos, com possivel causa de morte. Os animais
foram observados, individualmente, nos primeiros 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas e diariamente
durante 14 dias apds administracdo. A massa corporal dos animais foi avaliada antes da
administracdo do tratamento (peso inicial) e apds o término dos 14 dias de avaliagdo (peso final)
para realizacdo dos célculos de variacdo de peso corporal. O consumo de agua e racdo foi
registrado diariamente durante todo o experimento.

Ao fim do periodo de observacéo, todos os animais foram anestesiados com Xxilazina e
ketamina (10mg/kg e 100mg/kg, respectivamente) e em seguida foi realizada a coleta do sangue
por puncao cardiaca. O sangue coletado foi adicionado em tubos secos e centrifugado a 3500
rpm durante 10 minutos para obtencdo do soro, que posteriormente foi utilizado para realizar
as analises bioquimicas seguintes: albumina, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, glicose, acido
arico, proteinas totais, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). As
dosagens bioguimicas foram realizadas atraves de kits bioquimicos da Labtest. Em seguida, foi
realizada a asia dos animais através da dose letal dos anestésicos Xilazina (30 mg/kg) e

Ketamina (300mg/kg). Por ultimo, figado, bago e rins foram retirados, avaliados
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macroscopicamente e pesados para determinagdo do peso relativo dos érgéos, que foi calculado
dividindo o peso de cada 6rgdo (g) pelo peso corporal do animal (g) e multiplicando por 100.
Caso fossem observadas alteracfes nas autopsias, estudos histopatolégicos dos 6rgdos

acometidos seriam realizados.

2.10 Avaliacao da genotoxicidade

Foram utilizados camundongos (swiss albino) do sexo masculino para o ensaio cometa e
teste de micronucleo. Os animais utilizados foram provenientes do Biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keiso Asami-LIKA - UFPE, com aproximadamente oito semanas de idade,
pesando em torno de 40g. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada
de 22 £ 2 °C e umidade relativa de 50 £ 5%, com ciclo claro/escuro de 12h e livre acesso a
comida e agua. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a
Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco. Protocolo
n°: 0005/2017.

Os animais foram distribuidos em 3 grupos com 5 animais cada um. O grupo tratado (TG)
recebeu o extrato aquoso das folhas de T. gardneriana na concentracdo de 2000 mg/kg. O grupo
controle negativo (CN) recebeu apenas adgua destilada, o veiculo no qual o extrato foi diluido.
Os animais destes grupos receberam seus respectivos tratamentos por gavagem (1 mL). O grupo
controle positivo (CP) para o MN recebeu ciclofosfamida (20mg/kg — Sigma), um agente
mutagénico bem estabelecido na literatura cientifica, por injecdo intraperitoneal. Para o CP do
ensaio cometa, ldminas preparadas com o sangue dos animais foram expostas a peroxido de
hidrogénio a 200 nM por 10 minutos antes da etapa de eletroforese (abaixo).

Apdbs 48 horas de tratamento, os camundongos foram anestesiados com cetamina (100
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), por via intraperitoneal e 1mL de sangue periférico foi coletado
de cada animal por puncdo retro-orbital. Em seguida, os animais sofreram eutanasia com

injecdo letal da combinacédo de quetamina (300 mg/kg) + xilazina (30 mg/kg).
2.10.1 Ensaio Cometa
Neste ensaio, todo procedimento apos a coleta do material foi realizado em uma sala com

luz vermelha (sem a presenca da luz branca), pois este experimento é fotossensivel. Do sangue

coletado de cada animal, 15 pL foram homogeneizados com 100 pL de agarose de baixo ponto
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de fusdo, e tal mistura foi depositada em laminas previamente preparadas com uma cobertura
de agarose padrdo. Estas ldminas foram cobertas com laminulas e levadas para o refrigerador
(temperatura de 4 °C) por 10 minutos. Depois da refrigeracdo, as laminulas foram retiradas e as
laminas foram depositadas em cubas (sempre protegidas da luz) com solucédo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Apds o
tempo necessério para a lise (48 horas), as ldminas foram submetidas a eletroforese em uma
cuba horizontal contendo solugédo tampao alcalino (1M NaOH e 200 mM sal dissodico EDTA,
pH 13) por 20 minutos, com corrente de £ 300 mA e diferenca de potencial de 32V. As laminas
que serviram de controle positivo foram expostas durante 10 minutos a uma solucéo de peréxido
de hidrogénio a 200 mM, diluido no tampdo de eletroforese entre as etapas de lise e eletroforese.
Em seguida o tampdo de eletroforese foi trocado por um novo e seguiu-se o protocolo
convencional do ensaio cometa. Apés a eletroforese, as laminas foram neutralizadas com
tampdo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) durante 15 minutos e fixadas por 5 minutos em alcool
absoluto. Para a revelacdo, cada lamina foi corada com 30uL de solucdo de brometo de etidio
(0, 0002%, p/v).

A avaliacdo foi feita em microscépio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), com objetiva
de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor 546. Foram analisados 100 nucleoides por animal, com
observacao da relacéo entre o comprimento da cauda e o tamanho da cabega do cometa. Cada
nucleoide analisado foi classificado em uma de cinco classes: 0 (sem dano); 1 (pouco dano
aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano maximo). Desta
forma, os valores obtidos para cada individuo podem variar de O (totalmente intacta: 100 células
x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4); a este valor damos o nome de indice de dano
(ID) por animal. Assim, o ID foi calculado da seguinte forma:

ID total = 0 (n° de cometas classe 0) + 1 (n° classe 1) + 2 (n° classe 2) + 3(n° classe 3) + 4 (n° classe 4)

A frequéncia de danos (FD) também foi analisada, onde foi calculada de acordo com a
porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 a classe 4) em relacdo ao total
de nucleoides contados, que vai da classe 0 a classe 4 (n° total) (COLLINS et al., 2008).
Seguindo a formula:

FD = [(n® total — n° classe 0).100]

n° total
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2.10.2 Teste De Micronucleo

Foram depositados 5uL do sangue coletado de cada animal em laminas com laranja de
acridina, cobrindo-se com uma laminula para espalhar uniformemente o material bioldgico. As
laminas passaram por uma preparacdo prévia para receber o material bioldgico. Inicialmente,
foram lavadas com detergente neutro e agua destilada, depois foram banhadas em alcool 70%
e depositadas em estufa (80°C) por 15 minutos. Ainda aquecidas, espalhou-se uniformemente
10 uL de laranja de acridina (1 mg/mL) em cada lamina, depois foram colocadas para secar em
temperatura ambiente (minimo 30 minutos) (YAMAMURA et al., 1992)

Antes do MN, a citotoxicidade dos tratamentos foi analisada. Para isso, 100 eritrocitos
foram avaliados, contabilizando-se a proporcao de eritrécitos policromaticos (PCE) em relagédo
ao total de eritrécitos da seguinte maneira: PCE / (PCE + NCE), onde NCE significa eritrocitos
normocromaticos. Assim, a toxicidade de cada tratamento é indicada por uma reducdo
significativa (menos de 20%) na percentagem de PCE, quando o grupo tratado é comparado
com o CN (RIBEIRO, 2003). Para 0 MN propriamente dito, 2000 PCE por animal foram
analisados para se quantificar a presenca de PCE micronucleados (PCEMn) (OCDE, 2016). A
andlise foi realizada em microscopio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com objetiva de 40X,
utilizando o filtro Alexa Fluor 488.

Para a andlise do teste do micronucleo e para o ensaio cometa, 0s grupos tratados e o
controle negativo foram comparados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis com analise
a posteriori usando a estratégia de fazer testes t par-a-par com correcdo de Bonferroni. Para se
verificar a eficiéncia dos testes, os grupos CN e CP foram comparados entre si pelo teste de
Wilcoxon. O nivel de significancia estabelecido em todos os testes foi p< 0,05 e o software R

foi usado para todas as analises (RDEVELOPMENT, 2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo fitoquimica da amostra

A cromatografia em camada delgada permitiu analisar as principais classes de
metabdlitos secundarios presentes no extrato aquoso obtido das folhas T. gardneriana (TG Aq),
conforme resultados expostos na tabela 2. O extrato apresentou reacdo positiva para
flavonoides, taninos catéquicos (proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas), taninos
hidrolisaveis e tracos para monoterpenos e sesquiterpenos. Nao foi detectada a presenca de

saponinas, derivados cindmicos, alcaloides, triterpenos, esteroides, cumarinas e quinonas.

Tabela 2: Prospeccdo fitoquimica do extrato aquoso de folhas de T. gardneriana.

- L. T. gardneriana
Classe de metabolitos secundarios g

Folhas

Flavonoides +!
Derivados cinamicos -
Saponinas -
Alcaloides -
Triterpenos e Esteroides -
Monoterpenos e Sesquiterpenos tr
Cumarinas -
Quinonas -
Proantocianidinas condensadas e ++23
leucoantocianidinas

Taninos hidrolisaveis ++4

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente; (tr) tragos. Notas: ‘heterosideos de flavonoides 3°-OH
e 4’-OH; 2proantocianidinas oligoméricas; 3proantocianidinas poliméricas; “acidos fendlicos livres e poliméricos.

Segundo Farias et al. (2013) o extrato etandlico de sementes de T. gardneriana
apresentou em seu estudo fitoquimico a presenca de taninos, polifendis e flavonoides (FARIAS
et al.,, 2013) . Um outro estudo com extrato etandlico de sementes também apresentou
compostos classificados como é&cidos fendlicos e flavonoides (ALMEIDA et al., 2017).
Contudo, um diferente estudo com o extrato etanolico bruto e fragcbes das folhas de T.
gardneriana apresentou outros compostos alem destes, como derivados antracénicos,
cumarinas, naftoquinonas, mono e diterpenos, triterpenos e esteroides (MACEDO et al., 2015).
Esta diferenca entre o perfil fitoquimico pode ser explicada pelas diferengas entre os 6rgéos

vegetais, sazonalidade, idade da planta, e 0 seu desenvolvimento, aspectos que podem
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influenciar na producdo de metabdlitos secundarios (BOWERS; STAMP, 1993; HENDRIKS
etal., 1997).

As classes de metabdlitos identificadas nesta analise fitoquimica estdo de acordo com a
composicao quimica ja descrita na literatura para esta espécie, conforme supracitado. Algumas
classes ja conhecidas em outras fracGes de extrato desta espécie ndo foram identificadas neste
estudo, provavelmente por se tratar de um extrato aquoso. Como a composicao identificada
compreende-se em compostos fendlicos, foi realizada uma quantificacdo de fenois totais e
flavonoides em TG Aq, em equivalente de &cido galico e equivalente de quercetina,

respectivamente (tabela 3).

Tabela 3: Resultado das dosagens fitoquimicas do extrato aquoso de folhas de T. gardneriana.

Amostra Fendis Totais Flavonoides
(mg EAG / g extrato) (mg EQ / g extrato)
T. gardneriana folha 333,44 + 3,43 23,1+0,41

Legenda: EAG — equivalente de acido galico, EQ — equivalente de quercetina.

O conteudo de fendis totais foi de 333,44 + 3,43 mg EAG / g e o de flavonoides foi de
23,1+0,41 mg EQ/g. Um estudo recente mostrou que dentre os diferentes extratos de sementes
de TG o maior teor de fendis e flavonoides ocorreu no extrato acetato de etila, apresentando
respectivamente 174.67 + 4.22 mg EAG / g e 57.05 + 6.72 mg EQ / g (ALMEIDA, et al.,
2017). O teor de fendis encontrado em TG Aq foi maior em comparacdo com o estudo citado
anteriormente, porém o contetdo de flavonoide encontrado foi menor. O alto teor destas
dosagens pode ser fundamentado pela afinidade destes compostos por solventes polares, devido
a maioria dos compostos fendlicos ndo serem encontrados na natureza no estado livre e sim na
forma de ésteres ou de heterosideos, sendo extraidos mais facilmente com agua ou solventes
polares (MELLO; SANTOS, 2001).

O extrato também foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde a
identificacdo foi estabelecida através do tempo de retencdo e do espectro UV dos padrdes puros.
O cromatograma foi analisado & 254 nm, comprimento de onda indicado para observacdo de
compostos fendlicos, uma vez que estes compostos estdo presentes no extrato aquoso conforme
visto previamente no CCD. Os picos representados no cromatograma representam a intensidade
do sinal, sendo proporcional a concentragdo dos compostos presentes na amostra. Pode-se

observar na figura 1 (A) que o cromatograma do extrato aquoso apresentou um pico maior com
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tempo de retencdo de aproximadamente 14 minutos, correspondente a um composto
quercetinico. Observando o espectro UV da amostra, figural (B), é possivel observar que o
primeiro pico é semelhante ao do padréo quercetina, figura 1 (D), no entanto o segundo pico da
amostra apresentou uma absorbancia ligeiramente menor. Isso pode representar alguma
alteracdo na estrutura da quercetina, justificando a pequena diferenca na segunda absorbancia

do espectro.

Figura 1: Cromatograma gerado a partir da corrida cromatogréfica de TG Aq (A). (B) Espectro
UV gerado a partir da corrida cromatografica do extrato de TG Ag. (C) Cromatograma do
padrdo quercetina. (D) Espectro UV do padréo quercetina.
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A quercetina tem sido identificada frequentemente em varias espécies da familia
Polygonaceae, como na F. esculentum, P. virginianum, P. filiforme, and P. neofiliforme, R.
nobile, T. cumingiana (HUSSEIN et al., 2005; IWASHINA et al., 2004; KALINOVA;
VRCHOTOVA, 2009; MUN; PARK, 1995). Dentre os flavonoides a quercetina ¢ a mais
encontrada na dieta humana, correspondendo cerca de 95% do total dos flavonoides ingeridos,
onde as fontes majortitarias sdo a macd, cebola e brécolis (NIJVELDT et al., 2001). Possui
varias propriedades terapéuticas destacando-se o potencial antioxidante, antitumoral
(KANEUCHI et al., 2003; LIESVELD et al., 2003; TAN et al., 2003) , efeitos protetores aos
sistemas renal, cardiovascular e hepéatico (BEHLING et al., 2004), efeito anti-inflamatorio
(ROMERO etal., 1989; CHO et al., 2003; SANTANGELO et al., 2007), analgésico (WILLAIN
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FILHO, 2005), hipoglicemiante (VESSAL, HEMMATI, VASEI, 2003), gastroprotetor
(KAHRAMAN et al., 2003), antiulcerativo (ZAHORODNY 1, 2003), antifibrético (QI et al.,
2001), citoprotetor (POTAPOVICH; KOSTYUK, 2003),ansiolitico (GOUTMAN et al., 2003),
neuroprotetor (DOK-GO et al., 2003), antiviral (CARVALHO et al., 2013) e antimicrobiano
(SOUZA, 2009).

Macédo et al. (2015), identificaram diferentes classes de flavonoides glicosideos no
extrato etanolico e fracGes das folhas de T. gardneriana, coletadas na cidade de Santa Maria da
Boa Vista (PE), onde atraves da técnica de CLAE acoplada a espectrometria de massas com
ionizacdo por electrospray identificaram a presenca da miricetina-hexosideo, quercetina-
hexosideo, quercetina-pentosideo e quercetina-ramnobiosideo. Outro estudo, através da técnica
de CLAE, identificou no extrato etandlico e nas fracGes aquosa, metanolica, acetato de etila e
cloroférmio das sementes de T. gardneriana quatro compostos fendlicos (acido galico, acido
elagico, &cido clorogénico e acido cafeico) e oito flavonoides (catequina, epicatequina, rutina,
quercetina, isoquercetrina, quercetrina, canferol e glicésido de canferol), onde a fracdo de
acetato de etila concentrou uma quantidade maior de compostos fenolicos, seguido pela fracdo
aquosa, fracdo metandlica, extrato etanolico e fracdo de cloroformio (ALMEIDA, 2017).

Na quantificacdo de proteina, o extrato apresentou uma concentracdo de 38.1 pg/mL,
HA (titulo) de 512 e HA especifica de 13,43. A amostra manteve a sua atividade hemaglutinante
quando aquecida a 100 °C por 30 minutos. Alguns estudos mostram lectinas temorresistentes,
como a CrataBL (ARAUJO, 2008), a MuLL (NAPOLEAO et al., 2012) e a cMoL (SANTOS
et al., 2009). Ndo houve inibicdo da atividade hemaglutinante com os carboidratos simples
testados, mas houve inibicdo parcial da atividade na presenca da fetuina, sugerindo a presenca
de lectina. Outros estudos relatam a presenca de lectina inibida somente pela fetuina, como é
caso da lectina isolada da casca de H. brasilinsis (WITTSUWANNAKUL;
WITTSUWANNAKUL; SAKULBORIRUG, 1998) e da lectina CrataBL que teve sua
atividade hemaglutinante totalmente inibida pela fetuina (ARAUJO, 2008). A amostra no
promoveu a inibicdo da tripsina, uma vez que nao foi capaz de inibir a hidrélise do composto
BApNA pela tripsina bovina. Estes resultados ressaltam uma potencial perspectiva de

investigacao e isolamento de uma nova biomolécula em estudos futuros.
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Atividade hemaglutinante

Unidade inibidora de Tripsina

Amostra Proteina _ (HA) _ _ (TIA) _
(Hg/mL) Titulo HA Especifica  Unidade TIA Especifica
T.gardneriana  5g 512 13.43 8.48 12.95
(Img/mL)
Tabela 5: Inibicdo da Atividade Hemaglutinante
Carboidrato (100mM) AH
Manose 512
N-acetilglicosamina 512
Galactose 256
Frutose 512
Glicose 512
Glicoproteina (1Img/mL) AH
Fetuina 8

Ainda ndo ha relatos na literatura sobre a presenca de lectinas na espécie T. gardneriana,

no entanto, extratos de sementes de Triplaris amaricana, outra espécie do género Triplaris,

apresentou uma forte atividade hemaglutinante em sangue humano (SCHERTZ et al., 1960).

3.2 Atividades Antioxidantes in vitro

A pesquisa da atividade antioxidante pode ser realizada atraves de diferentes métodos

in vitro, onde sdo utilizados desde ensaios quimicos e bioquimicos a ensaios mais complexos
(SANCHEZ-MORENO, 2002). A variedade de métodos é importante para avaliar as diferentes

formas que os radicais livres atuam no organismo. Esses testes sdo essenciais na investigagdo

inicial de compostos naturais para avaliar seu potencial terapéutico, contribuindo na escolha de

espécies vegetais para estudos (ALVES et al., 2010).

Foram utilizados cinco métodos para analisar a capacidade antioxidantes in vitro do

extrato aquoso da T. gardneriana, conforme a tabela 6, onde os resultados foram comparados

com padrdes ja conhecidos na literatura de substancias puras isoladas.
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Anion

Peroxidacéo

Amostras DPPH Superoéxido TAC FRAP lipidica
-0 -0
I1Cso (pg/mL) ICso (ug/mL) (1 mg/ml - %) (1 mg/ml - %) (1 mg/mi - %)
TG Aq 19,10+ 0,26 33,48+0,31 36,07 £ 1,03 547,93 + 1,38 29,44 £ 0,28
Quercetina 20,7+1,19 56,52 + 0,29 41,09 £ 0,48** 551,57 £ 2,69 43,21 + 2,53***
Ac. Galico 3,52 £ 0,64** 46,18 + 0,28 9,12 + 0,59*** 546,73 £2,75 100***
BHT 20,9+ 0,68 996,9+0,33***  13,39+0,86*** 563,52 +2,53* 17,88 +£0,66***

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo (n = 3). *p < 0,05 vs. quercetina, acido galico e BHT.
IC50 = capacidade de neutralizar 50% de radicais livres DPPH e anion superoxido.

Para analisar a capacidade de neutralizacdo dos radicais livres foi utilizado o ensaio
espectrofotométrico de inibicdo de radicais DPPH®. O resultado mostrou que o extrato aquoso
possui um ICsp muito proximo ao da quercetina e do BHT e superior ao do acido galico.

O ensaio do anion superdéxido também avaliou a capacidade do extrato de sequestrar o
radical livre, que nesse caso é o0 anion superoxido. O resultado desse ensaio constatou que o
extrato TG Aqg possui um ICsp menor em relagdo a todos os padrbes testados. O anion
superoxido tem um importante papel nas rea¢des do corpo humano. Contudo, a sua producéao
excessiva causada tanto por patologia quanto por fatores ambientais adversos, podem causar
danos teciduais e doencas (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). Nao foi encontrado na literatura
nenhum resultado deste ensaio antioxidante para T. gardneriana.

Também foram utilizados métodos que avaliam a reducdo de ions metélicos, a atividade
antioxidante total (TAC) e a reducdo do ion férrico (FRAP). Nestes ensaios 0 extrato aquoso
apresentou resultado significativo quando comparado com os padrdes utilizados. No ensaio
TAC, o0 extrato aquoso possui uma atividade maior que os padrdes acido galico, BHT e proximo
ao da quercetina. Em relacdo ao FRAP, o extrato aquoso apresentou um resultado bem préximo
da quercetina e do &cido galico e um pouco menor que a do BHT. A interac&o dos radicais livres
com os lipidios resulta na peroxida¢do (HALLIWELL, 1994).

A peroxidagdo lipidica causa alteragdo na membrana plasmatica, formando produtos
citotoxicos e até a morte celular. Ja se sabe que algumas substancias antioxidantes promovem

protecdo contra o ataque dos EROs aos cidos graxo poli-insaturados presentes nas membranas
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plasmaéticas, podendo ser esse um dos possiveis mecanismos responsaveis por danos teciduais
(MEAGHER; FITZGERALD, 2000). No ensaio de peroxidacdo lipidica o acido gélico é o
padrdo mais eficaz, sendo considerado o padrdo com 100% de atividade anti-peroxidacéo. O
extrato aquoso apresentou neste ensaio uma reducdo da peroxidacdo lipidica maior que a do
BHT, proximo ao da quercetina e menor que a do acido galico.

Muitas espécies da familia Polygonaceae possuem uma alta capacidade antioxidante e
ja foi demonstrado que esta atividade esta diretamente relacionada com a presenca dos
glicosideos da quercetina (TSEYE-OIDQV et al., 2010).

Farias et al. (2013), utilizaram o ensaio do DPPH para avaliar o potencial antioxidante
de 21 extratos etandlicos de plantas da Caatinga e constataram que o extrato etandlico de
sementes de T. gardneriana possui a melhor atividade antioxidante. Um estudo recente também
analisou o extrato etandlico de sementes de T. gardneriana com o ensaio do DPPH e relatou
um alto potencial antioxidante (ALMEIDA, et al., 2017). J& Macédo e colaboradores (2015)
avaliaram extratos e fragcdes das folhas desta planta e constatam uma significativa atividade

antioxidante, pelo método do -caroteno e DPPH.

3.3 Avaliagéo da Atividade Antimicrobiana

As plantas medicinais vém sendo estudadas ao longo dos anos, com atencdo especial
para os efeitos antimicrobianos, onde apresentam menor risco de resisténcia bacteriana devido
a sua complexa composicao, dificultando a adaptabilidade microbiana (DAFERERA, ZIOGAS;
POLISSIOU, 2003). Sendo assim, TG Aq foi analisado quanto a sua atividade antimicrobiana
frente a duas cepas bacterianas Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis) e duas Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae). O

resultado do ensaio pode ser observado na tabela a seguir (Tabela 7).

Tabela 7: Concentracdo minima inibit6ria e concentracdo minima bactericida de TG Aq contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Cepas Bacterianas CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)

S. aureus 0,5 1

E. faecalis 0,25 0,5
P. aeruginosa - -
K. pneumoniae - -

Legenda: Concentragdo minima inibitéria (CMI) e Concentracdo minima bactericida (CMB) do extrato em
miligrama por mL.
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A atividade antimicrobiana de TG Aq foi determinada a partir da concentracdo minima
inibitoria (CMI) e da concentragdo minima bactericida (CMB). A amostra apresentou um valor
de CMI de 0,5 mg/mL para S. aureus, 0,25 mg/mL E. faecalis e um valor de CMB de 1 mg/mL
para S. aureus e 0,5 mg/mL para E. faecalis. Ja para as bactérias gram-negativas, TG Ag nédo
apresentou concentragdo minima inibitéria nem bactericida.

Holetz et al. (2002) preconiza que, para extratos vegetais, a atividade antimicrobiana é
considerada forte quando o valor de CMI for inferior & 0,2mg/mL, moderada entre 0,1 a 0,5
mg/mL, fraca entre 0,5 a 1,0 mg/mL e inativos quando apresentarem valores acima de 1,0
mg/mL. Desse modo, TG Aq apresentou uma inibicdo moderada frente as bactérias S. aureus e
E. faecalis, ndo demonstrando atividade frente as cepas bacterianas gram-negativas.

O estudo de Macédo (2015) corroborou com o resultado supracitado, onde a atividade
antimicrobiana do extrato etanolico bruto e a fracdo acetato de etila das folhas de T. gardneriana
mostraram-se igualmente ativos contra cepas de Bacillus cereus, Shigella flexneri e
Staphylococcus aureus e também nao apresentou atividade contra a bactéria Gram negativa
Klebsiella pneumoniae. Outro estudo constatou que o extrato etanodlico de sementes de T.
gardneriana possui atividade antimicrobiana frente a trés espécies de bactérias, Salmonella
choleraesuis Bacilus subtilis e Staphylococcus aureus, com valores de MIC respectivos 18.8,
13.76, e 11.15mg/mL e da mesma forma ndo se mostrou ativo frente a bactéria Klebsiella
pneumoniae (FARIAS, et al.; 2013).

Nakatani (1994), Delaquis et al (2002) e Gould (2009), relatam que as bactérias gram-
positivas sdo mais sensiveis aos efeitos antimicrobianos dos extratos vegetais em relacéo as
gram-negativas, provavelmente devido a protecdo de lipopolissacarideos que circunda a parede
celular das bactérias gram (-), tornando-as resistentes (GOULD, 2009).

J& o 6leo fixo das sementes e folhas de T. gardneriana apresentou uma inibicao fraca a
moderada contra K. pneumoniae, assim como para Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus resistente a meticillina (MRSA), E. faecalis e Salmonella.
Entérica (MACEDO et al., 2016).

Outras espécies do género Triplaris também apresentam uma boa atividade
antimicrobiana, como a T. surinamensis (VERPOORTE; DIHAL, 1987) e a T. americana
(DESMARCHELIER, C. et al.1996; GRAHAM, et al., 2003; CAMONES, 2009).

A atividade antimicrobiana de muitas plantas e seus derivados é atribuida a presenca de
compostos fendlicos e flavonoides, como por exemplo o Alecrim (Rosmarinus officinali) que

possui acdo antimicrobiana frente a Bacillus subtilis e a Candida albicans (NASCIMENTO et



65

al., 2000). Chattopadhyay et al. (2001) relacionaram a significativa atividade antimicrobiana de
extratos das folhas de Alstonia macrophylla frente a vérias cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis e Escherichia coli com a presenca de flavonoides. A prépolis, muito
conhecida pela sua atividade antimicrobiana, possui diversos estudos sugerindo que tal
atividade é alcancada devido a presenca de flavonoides (quercetina) e &cidos fendlicos
(SFORCIN et al., 2000; CASTALDO, CAPASSO, 2002; PIETTA, GARDANA, PIETTA,
2002), que segundo alguns autores, agem na membrana citoplasmatica ou na parede celular
microbiana, causando danos funcionais e estruturais ao microrganismo (MIRZOEVA,
GRISHANIN, CALDER, 1997; GATTO et al., 2002). Outro trabalho propde que além da
membrana citoplasmatica, os flavonoides podem interferir no metabolismo energético pela
inibicdo do NADH-citocromo-C-redutase ou inibir a enzima topoisomerase levando a inibicéo
do DNA (CUSHNIE, LAMB, 2011). Neste sentido, diversos relatos na literatura correlacionam
a atividade antimicrobiana com a presenca de flavonoides (BAEZ, VALLEJO, JIMENEZ-
ESTRADA, 1999; XU, LEE, 2001; OGUNDIPE et al., 2001).

3.4 Atividade Imunomoduladora

Compostos com agdo imunomoduladora podem estimular mecanismos de defesa do
hospedeiro para a profilaxia e tratamento de diversas doengas (MASIHI, 2000). Durante o
processo inflamatério, a migracdo de células aos tecidos é fundamental e envolve rolamento
destas células, adesdo ao endotélio, migracdo transendotelial e deslocamento para o tecido
(ABBAS, 2005, MONTES DE OCA et al., 2005). O aumento da proliferacdo celular corrobora
com o processo de cicatrizacdo, principalmente na fase inflamatéria de uma ferida (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A atividade imunomoduladora foi realizada através da proliferacdo celular, onde os
esplendcitos foram marcados previamente com CFSE, molécula capaz de associar-se a
proteinas do citoplasma celular e ser distribuida as células filhas, possibilitando a deteccdo do
aumento da proliferacdo em funcéo da diminuicéo da fluorescéncia nestas células. O ensaio foi
realizado durante 48h, onde em 24h observou-se um significativo aumento da proliferacéo

celular em comparacdo com o grupo controle (Figura 2).
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Figura 2: Proliferag&o celular em esplendcitos de camundongos
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Legenda: As barras brancas se referem ao grupo controle (meio + célula) e as barras cinzas ao grupo tradado com
25ug/mL de TG Ag. *p = 0.008.

J& se sabe que os flavonoides sdo capazes de afetar a imunidade (BERG, DANIEL,
1988) e a inflamagdo (SERAFINI, PELUSO, RAGUZZINI, 2010). Middleton, (1998),
demonstrou que os flavonoides modulam o sistema imunoldgico afetando as atividades
estimuladas por células imunes, com destaque para a Quercetina que possui uma potencial
atividade imunomoduladora (CHIRUMBOLO, 2010; NATHIYA, DURGA, DEVASENA,
2014). Neste sentido, alguns estudos clinicos sugeriram que alguns antioxidantes podem ter
acao imunomoduladora (BENDICH, 1993; DE LA FUENTE et al., 1998; DEL RIO et al.,
1998).

3.5 Potencial Citotoxico

Muitos estimulos podem induzir a morte celular pela rota apoptética ou necrética. A
anexina V conjugada a fluoresceina (FITC) diferencia as células vidveis das células apoptoticas,
ao se ligar a fosfatidilserina exposta na superficie celular, enquanto o Pl reconhece as células
necroticas, que tenham a integridade da membrana plasméatica comprometida (VERMES,
HAANEN, REUTELINGSPERGER, 2000).

O potencial citotoxico de TG Aq foi realizado através do ensaio de viabilidade celular
utilizando os marcadores anexina V-FITC e iodeto de propidio em esplendcitos de
camundongos BALC. O ensaio obteve uma viabilidade celular de aproximadamente 95%. As
concentragdes analisadas ndo induziram a apoptose e necrose, ndo apresentando citotoxicidade
(Figura 3).
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Figura 3: Viabilidade celular em esplendcitos de camundongos
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3.6 Toxicidade aguda

A demanda do mercado por medicamentos a base de plantas é progressiva, no entanto
ainda ha preocupacdes quanto a sua seguranga uma vez que muitos produtos vegetais podem
ser toxicos, dependendo da dose utilizada (MARIZ et al., 2006). Menos de 10 % destes produtos
possuem seus componentes ativos padronizados e conhecidos (WINSTON, MAIMES, 2007).
Vaérios paises, como os EUA, ndo exigem para 0s medicamentos fitoterapicos os mesmos
parametros regulatérios dos medicamentos alopaticos, ndo havendo assim uma comprovacao
de sua eficacia e seguranca (IFEOMA; OLUWAKANYINSOLA, 2013). Neste sentido, a
avaliacdo da toxicidade aguda é de extrema importancia para revelar previamente os danos que
0S compostos vegetais podem causar a sadde.

O ensaio de toxicidade oral aguda do extrato aquoso de T. gardneriana foi realizado na
dose de 2000 mg/kg, conforme a Guia da OECD (OECD, 2001). O resultado mostrou que nao
houve &bitos e que o peso dos animais do grupo tratado e do grupo controle ndo apresentou
diferenca estatistica significativa, assim como o consumo de ra¢do e agua durante os 14 dias de

tratamento (tabela 8).
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Tabela 8: Média dos valores obtidos do consumo de racdo e &gua, peso inicial, peso final e
variacdo do peso corporal dos animais do grupo controle (solucdo salina) e do grupo tratado
com TG Aq na dose Unica de 2000 mg/Kkg.

CONSUMO ~ CONSUMO Lo pEso  VARIMGAODO
GRUPOS DERACAO  DE AGUA FINAL
INICIAL CORPORAL
@ (mb) ¢ ©
CONTROLE ~ 1800%1,96 4286229 370231 392,65 0,65 +0,12
TG Aq 1914+235 4393266 390£208  410£200  0,62£023

Legenda: Resultados expressos em média * desvio padréo.

Muitos estudos mostram que a intoxicacdo causada pelo consumo de produtos naturais
pode causar alteragdes macroscopicas em alguns 6rgdos como o figado, o baco e 0s rins
(ALBERNAZ, et al., 2008; KLAUS, et al., 2010; HUBINGER, et al., 2012; MUSTAFA, et al.,
2012). Diante disto, a analise macroscopica no figado, baco e rins foi realizada e ndo revelou
alteracOes na coloracdo ou consisténcia dos 6rgdos, bem como ndo houve diferenca significativa

no peso dos érgdos dos animais do grupo tratado em relagédo aos do grupo controle (Tabela 9).

Tabela 9: Peso relativo dos 6rgdos dos animais do grupo controle (solucgdo salina) e do grupo
tratado com TG Aq na dose Unica de 2000 mg/kg.

GRUPOS FIGADO (g) BACO (g) RINS (g)
CONTROLE 4,51 +0,43 0,52 + 0,08 0,98 +0,03
TG Aq 4,34 0,60 0,45+ 0,14 0,94 £0,01

Legenda: Resultados expressos em média * desvio padréo.

O figado € o principal 6rgdo metabolizador dos farmacos, realizando o fendmeno
denominado de efeito de primeira passagem. Geralmente apds administrados pela via oral, os
farmacos séo absorvidos inalterados pelo trato gastrointestinal e transportados pela circulagdo
porta até o figado, onde sdo metabolizados antes de alcangarem a circulagdo sistémica

(HOFFMAN, 2003). A maioria dos efeitos toxicos relacionados ao uso de plantas medicinais
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estdo associados a hepatotoxicidade (SAAD et al, 2006). A biotransformacdo normalmente
aumenta a hidrofilicidade das drogas a fim de propiciar a excrecdo renal (TANIGUCHI,
GUENGERICH; S/A). Assim, o figado e os rins podem ser alvos de lesdes ocasionadas pelos
efeitos colaterais de plantas medicinais (STICKEL; PATSENKER; SCHUPPAN, 2005).

Diante disto, os parametros bioquimicos hepéticos e renais foram avaliados para
investigar a possivel toxicidade do TG Ag. Conforme a analise estatistica realizada (ANOVA),
ndo foram observadas alteracdes significativas nos niveis séricos hepaticos e renais (albumina,
ureia, creatinina, acido Urico, proteinas totais, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase) do grupo tratado com TG Ag em relagdo ao grupo controle (Tabela
10).

Tabela 10: Bioquimica sanguinea de animais tratados com a dose unica de 2000 mg/kg de TG
Ag comparada com o controle, demonstrada com valores absolutos + desvio padrdo. (n=3)

CONTROLE TG Aq
PARAMETROS BIOQUIMICOS (veiculo, salina) (2000mg/kg)
(n=3) (n=3)
ACIDO URICO (mg/dL) 1.71+0.09 1.75+0.09
ALT (U/L) 88,55 + 0,21 70,26 + 0,23
AST (U/L) 71,32 0,92 779+04
CREATININA (mg/dL) 0,19 + 0,05 0,21 + 0,04
ALBUMINA (g/dL) 2,19+0,12 2,00£0,22
PROTEINAS TOTAIS (g/dL) 7,8 +0,34 6,64 + 0,24
FOSFATASE ALCALINA (U/L) 72,48 1,69 68,84 + 3,20
GLICOSE (mg/dL) 112,19 + 0,38 123,76 + 0,37
UREIA (mg/dL) 57,90 + 0,26 56,97 + 0,06

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padréo.

A andlise comparativa dos resultados bioquimicos com valores apresentados na
literatura demonstra que as variacOes intraespécie existem, podendo ser resultante de variacdes
de manuseio, ordem ambiental, bem como a metologia utilizada (LIMA et al., 2014). Os
resultados bioquimicos s6 devem ser generalizados sob condi¢bes especificas de estudo,
utilizando-se animais com a mesma linhagem, idade, dieta, assim como a metodologia utilizada
no ensaio também interfere nos resultados laboratoriais (LILLIE; TEMPLE; FLORENCE,
1996). Desta forma, os resultados do grupo tratado com TG Aq foram interpretados atraves da
comparagdo com o grupo controle. Diante dos resultados da analise toxicologica é possivel

afirmar que o TG Aqg na dose testada ndo demonstrou toxicidade em camundongos Swiss.
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Estudos mostram que varias espéecies da familia Polygonaceae foram avaliadas e ndo
apresentaram toxicidade, como a P. hydropiperoides (BIANCHI et al., 1993). Contudo, ha
também espécies que revelaram uma alta toxicidade, como a P. acre que apresentou uma
mortalidade de 50% na dose de 2g/kg, aumento do coracao e pulmao dos animais tratados, além
de perda de peso corporeo (SOFIATI, 2009).

Barros et al. (1970), analisaram algumas plantas brasileiras quanto a sua toxicidade e
demonstraram que o0 extrato aquoso e etandlico da casca de T. gardneriana exibiu uma alta
toxicidade quando testado em camundongos e peixe. Ja Almeida et al. (2016) constataram que
0 extrato etandlico das sementes de T. gardneriana ndo causou morte dos animais e nem
quaisquer sinais de toxicidade oral aguda. Um estudo de toxicidade oral aguda em outra espécie
de Triplarias, mostrou que o extrato hidroalcodlico das folhas de Triplaris americana nédo
apresentou morte, nenhuma alteracdo na curva de crescimento dos animais, assim como
nenhum sintoma comportamental de toxicidade, considerando a amostra como segura para o
uso (CAMONES et al, 2010).

3.7 Avaliacdo da genotoxicidade

Apesar das plantas medicinais serem amplamente utilizadas para tratar diversos
sintomas, muitas ndo foram estudadas quanto a presenca de substancias genotdxicas em sua
composicdo, resultantes do seu proprio metabolismo (BAGATINI, et al., 2007). A agéncia
reguladora nacional, ANVISA, preconiza a determinacdo da genotoxicidade/mutagenicidade
de agentes terapéuticos para avaliar a seguranca destes produtos (BRASIL, 1997).

Para investigar o potencial genotoxico de TG Aq foram utilizados o teste de micronucleo
e 0 ensaio cometa (ID e FD) a partir de células sanguineas de camundongos, conforme a tabela
11. Em todos os testes ndo houve diferenca significativa entre o grupo tratado com o extrato
aquoso de T. gardneriana e o controle negativo, de acordo com a analise estatistica. Sendo
assim, a amostra TG Ag ndo demonstrou genotoxicidade no ensaio cometa e no teste do

micronucleo.
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Tabela 11: Teste de micronucleo e ensaio cometa

GRUPOS TESTES
MN ID FD
CN 0.8+0.8 127.8 £15.7 82+74
TG Aq 16+21 113 +18.9 85.4+7.2
CP 254 +£12.3* 331.4 +38.1* 98.2 + 3.6*

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo (n = 5). *p < 0,05. MN: micronucleo; ID: indice de
dano pelo ensaio cometa; FD: frequéncia de dano em percentagem pelo ensaio cometa; CN: controle negativo;
CP: controle positivo.

A auséncia da atividade genotéxica na amostra TG Aq demonstra uma caracteristica
positiva para o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que compostos quimicos
presentes em extratos vegetais com indicios genotdxico podem produzir danos irreversiveis ao
material genético e causar alteracdes no funcionamento da célula, representando assim um serio
risco para a salde humana. Desta forma, as pesquisas voltadas para a analise do potencial
genotdxico representam uma importante etapa na investigacdo de novos farmacos
(HARTMANN, et al., 2001).

N&o ha relatos na literatura da avalicdo genotdxica para a T. gardneriana, porém ha
estudos para outras espécies da familia Polygonaceae. Tsuboy et al. (2010) avaliou o potencial
genotoxico dos extratos etanolico de raizes e folhas de Coccoloba mollis e detectou que ambos
os extratos induziram o dano do DNA no ensaio cometa, enquanto no teste de microndcleo ndo
induziu a mutagenicidade. Outro trabalho analisou a genotoxicidade de Polygonum punctatum
utilizando raizes de bulbos e radiculas obtidas a partir da germinacdo de sementes de A. cepa
através do teste in vivo e verificou que as solugdes preparadas por infusdo e por extrato desta

espécie possuem capacidade mutagénica e genotdxica (PASTORI, et al., 2015).
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4 CONCLUSAO

A caracterizacdo fitoquimica das folhas de T. gardneriana revelou a presenca de
flavonoides e compostos fendlicos, a analise de CLAE indicou a presenca de quercetina e a
amostra exibiu atividade lectinica. Dentre as atividades bioldgicas avaliadas neste estudo, TG
Aq apresentou uma potencial atividade antioxidante, antimicrobiana e imunomoduladora, onde
tais atividades estdo diretamente relacionadas a sua composi¢do quimica. Nos ensaios de
seguranca, TG Aq ndo apresentou sinais de toxicidade aguda quando administrado por via oral
na dose de 2000mg/kg, ndo induziu a citotoxicidade nas diferentes concentracOes testadas,
assim como ndo apresentou efeito genotoxico e mutagénico. Os resultados obtidos neste estudo
fazem da Triplaris gardneriana uma fonte promissora para aplicaces na industria

farmacéutica, no entanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados.
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4 CONCLUSAO

e O extrato TGAQ apresentou em sua composi¢cdo compostos relacionados com as atividades
bioldgicas, em destaque a quercetina descrita com um grande potencial biotecnolodgico,
além disto a caracterizagdo da amostra demonstrou atividade hemaglutinante, com atividade

mantida apds aquecimento e inibida pela fetuina, sugerindo a presenca de lectina.

e O extrato TG Aq apresenta potencial antioxidante.

e O extrato TG Aq possui potencial antimicrobiano contra cepas Gram positivas (S. aureus e
E. faecalis), mas parece ineficaz contra cepas Gram negativas negativas (P. aeruginosa e

K. pneumoniae).

e Foi possivel observar que TG Aq induziu significativamente a proliferacdo celular em
esplendcitos de camundongos em 24 horas.

e O extrato TG Ag ndo induziu a morte celular por apoptose e necrose em esplendcitos de

camundongos.

e O ensaio de toxicidade aguda por via oral mostrou que TG Ag ndo apresentou nenhum

indicio de toxicidade na dose testada (2000mg/kg).

e O extrato ndo possui efeitos genotdxicos, pelo ensaio cometa e teste de micronucleo.
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