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RESUMO

A espécie Buchenavia tetraphylla (Combretaceae), conhecida como Tanimbuca, €
relatada como etnomedicinal por comunidades do semiarido brasileiro. O objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizacdo quimica da fracdo metandlica de B. tetraphylla
(BtMeOH) e investigar seus potenciais biologicos através de atividades anti-
inflamatdrias, anti-hiperglicémicas, antioxidantes e antimicrobianas, além de realizar
estudos de toxicidade. BtMeOH foi a fracdo escolhida para realizagéo dos testes por ser
mais bioativa mediante screening biologico realizado anteriormente pelo grupo de
pesquisa. Inicialmente foi analisada a citotoxicidade de BtMeOH, a inducéo da liberacéo
de oxido nitrico (NO) e a determinacao das propriedades imunomodulatérias pela
quantificacdo de citocinas TH1 e TH2 em esplendcitos murinos, por citometria de fluxo.
A fracdo BtMeOH néo foi toxica quando utilizada abaixo de 25 pg/mL sendo 10 ug/mL a
concentracdo definida para utilizacdo das atividades posteriores em culturas celulares.
BtMeOH inibiu a produgdo NO de forma significativa e ao mesmo tempo estimulou
fortemente a producdo das citocinas IL-6 e TNF-a principais indutores do reparo e
cicatrizacdo. Para realizacdo das atividades in vivo utilizamos camundongos swiss
albinos. Foi realizado previamente um estudo de toxicidade aguda na dose de 2000
mg/kg, que ndo induziu variacao significativa no peso dos animais, no consumo de agua
e racdo, nem mostrou alteracfes histolégicas no figado ou rim quando comparado ao
controle. A mesma dose de BtMeOH foi entdo utilizada para realizacdo dos testes de
genotoxicidade e mutagénese in vivo, onde ndo mostrou ser genotoxica ou mutagénica.
A avaliacdo da atividade antihiperglicemiante in vivo foi realizada através do teste de
tolerancia oral a glicose, a sucrose e ao amido em camundongos diabéticos induzidos
por estreptozotocina. Foi observada a reducado significativa do nivel de glicemia em
animais diabéticos, provavelmente pela limitacdo da digestdo de oligossacarideos
através da inibicdo de enzimas digestivas como as a-glucosidases e a-amilase. Além
disso avaliamos o efeito de BtMeOH na glicacao da albumina. A fracao inibiu a formacao
de produtos iniciais e finais da glicacdo avancada (AGESs) e reduziu significativamente
os niveis de frutosamina. BtMeOH também manteve a caracteristica biol6gica
antioxidante da albumina confirmada pelo teste de antihemolise de eritrécitos humanos.
A atividade antimicrobiana foi avaliada frente a isolados clinicos de Escherichia coli
através do método microdiluicdo em caldo. Os valores de concentracdo minima inibitoria

das fracOes variaram de 1250 ug/mL a 2500 ug/mL e os de concentragdo minima



bactericida de 5000 a >5000 pg/mL. Nas células bacterianas tratadas com BtMeOH,
foram observadas modificacfes externas por microscopia eletrénica de varredura, como
rachaduras na superficie celular e crenacao.O potencial biologico de B. tetraphylla pode
estar associado a importantes metabdlitos secundarios do grupo dos polifendis,
relatados na literatura como importantes agentes antimicrobianos, antioxidantes e
antidiabéticos, cuja presenca foi confirmada por testes fitoquimicos com cromatografia

de camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Palavras-chave: Imunomodulacdo. Citotoxicidade. Antimicrobiano. Toxicidade.

Antihiperglicémico.



ABSTRACT

Communities of the Brazilian semiarid report the species Buchenavia tetraphylla family
Combretaceae, as ethnomedicinal. The aim of this work has been characterized the
chemicals extracts and bioactive fractions of the B. tetraphylla; their biological potentials
through antimicrobial, anti-inflammatory and antihyperglycaemic activities in vivo and in
vitro, was surveyed; and to verify the safety of use through cytotoxicity assays, acute
toxicity, genotoxicity and mutagenesis. The methanolic fraction of B. tetraphylla
(BtMeOH) was used in bioassays due to be more bioactive. The broth microdilution
method with Escherichia coli was used to determine the minimum inhibitory
concentrations. The extracts ranged from 1250 ug / mL to 2500 ug / mL and the minimum
bactericidal concentration of 5000 to> 5000 ug / mL. External modifications, cracking cell
surface and cremation were observed in bacterial cells treated with BtMeOH by scanning
electron microscopy. Murine splenocytes were used to BtMeOH cytotoxicity analysis,
induction of nitric oxide (NO) release by stimulated for 24 hours and determination of
immunomodulatory properties by the quantification of TH1 and TH2 cytokines. The
BtMeOH fraction was not toxic when used below 25 pg / mL and 10 pug / mL was the
defined concentration for use of the subsequent in vitro activities. BtMeOH inhibited NO
production significantly and at the same time strongly stimulated the production of
cytokines IL-6 and TNF-a major inducers of repair and healing. An acute toxicity study
was performed prior to in vivo activities. BtMeOH did not cause significant variation in the
weight of the animals, in feed and water consumption, nor in the weight of the organs,
which were macroscopically preserved. The same dose of BtMeOH was then used for
genotoxicity and mutagenesis tests in vivo that was not to be genotoxic or mutagenic.
The in vivo anti-inflammatory potential of the fraction was observed through the model of
pockets of subcutaneous air and paw edema at doses of 50, 100 and 200mg / ml, with a
percentage of leukocyte inhibition of 39, 43 and 43%, respectively. In vivo
antihyperglycemic activity evaluation was performed through three mechanisms: oral
glucose tolerance test, sucrose and starch in diabetic mice, in addition to a preliminary
antiglycation test in vitro. Significant reduction in blood glucose levels in diabetic animals
was observed, probably due to the limitation of the absorption of disaccharides and
polysaccharides through the inhibition of digestive enzymes such as disaccharidases and
a-amylases. Inhibitory effects on the formation of advanced glycation end products



(AGEs) and significant reduction of the levels of fructosamine and protein aggregation in
the glycated albumin were also observed. BtMeOH was also able to maintain the
antioxidant biological feature of albumin confirmed by the red blood cell antihemolysis
test. The biological potential of B. tetraphylla may be associated with the presence of
important secondary metabolites of the polyphenols group, reported in the literature as

important antimicrobial, antioxidant and antidiabetic agents.

Keywords: Bioactive Compound. Toxicity. Immunomodulation. Anti-inflammatory.

Antihyperglycemic.
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1 INTRODUCAO

A vegetacdo do semiarido nordestino, em especial da caatinga, compreende
formacdes vegetais altamente ameacadas, sendo fonte ainda pouco conhecida de
recursos naturais. Varias espécies medicinais da caatinga e dos brejos de altitude séo
amplamente utilizadas na medicina popular e na formulagéo de produtos fitoterapicos.
No entanto, os estudos quimicos e biologicos na regido ainda sdo escassos, diante da
grande diversidade apresentada.

Nesse ambiente encontram-se representantes da familia Combretaceae, que
compreende cerca de 500 espécies com distribuicdo pantropical (Loiola et al., 2009). O
género Buchenavia, pertencente a tal familia, abrange 25 espécies dispersas na
América Central, Venezuela, Colémbia, Brasil, Peru e Bolivia (Oliveira et al., 2012).

Buchenavia tetraphylla, conhecida como Tanimbuca ou Mirindiba, € uma arvore
neotropical relatada como etnomedicinal por comunidades da regido semiarida e
incluindo grupos indigenas. Vegeta nos solos aluviais do sertdo, desenvolvendo-se em
tabuleiros soélidos e pedregosos e seu profundo sistema radicular permite retirar agua
do subsolo para manter-se verde mesmo durante o periodo de estiagem. A madeira é
utilizada na construcéo civil, como tdbuas e vigas, para uso externo, como estacas e
varas para porteiras e também para lenha. Seus frutos sdo comestiveis e procurados
principalmente por animais selvagens (Fonseca; Queiroz; Venturoli, 2017).

A utilizacdo das plantas como medicamento € uma das mais antigas armas
empregadas para o tratamento das enfermidades humanas e muito ja se conhece a
respeito de seu uso por parte da sabedoria popular. Com os avancos cientificos, esta
pratica milenar perdeu espaco para os medicamentos sintéticos, entretanto, o alto custo
destes farmacos e o0s efeitos colaterais apresentados contribuiram para o
ressurgimento da fitoterapia (Bilau et al., 2017). Apesar dos produtos naturais serem
frequentemente referenciados como mais seguros que drogas alopaticas, seus
compostos podem apresentar efeitos toxicos que incluem hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade e inducdo de alteracbes no DNA, como as mutagdes. Portanto, nem
mesmo as preparacoes caseiras mais simples estéo isentas de efeitos indesejaveis (De
Oliveira et al., 2016). Nesse sentido, investigacbes que contribuam para o
esclarecimento dos mecanismos de acao das substancias sdo fundamentais e os
estudos genéticos compreendem uma importante ferramenta para avaliacdo de

mutagenicidade e genotoxicidade.
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Em estudo recente sobre a fitoquimica de B. tetraphylla verificou-se a presenca
de polifendis como flavonoides e taninos, protocianidinas, leucoantocianidinas e
triterpenos (Oliveira et al., 2012; Cavalcanti et al., 2017), classes de metabdlitos
secundérios que tém recebido bastante atencdo nos recentes anos devido as suas
propriedades farmacoldgicas diversas (Mohammad; Hasan; Mohamed, 2016; Aires,
2017; Mateeva et al., 2017; Aires et al., 2017). Diversos trabalhos tém se empenhado
em identificar compostos de origem natural com propriedades antioxidantes e anti-
hiperglicemiantes, e os polifendis estdo frequentemente associados a esses efeitos
(Dawe et al., 2016; Viau et al., 2016).

Os metabdlitos antioxidantes previnem ou inibem a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, atenuando o estresse oxidativo caracteristico de algumas doencas
como o diabetes mellitus (DM). O DM é um termo utilizado para designar um conjunto
de desordens metabdlicas provenientes de alteracées na secrecdo ou acdo da insulina,
podendo levar a um quadro de hiperglicemia crénica (Ahmadieh; Ghazal; Azar, 2017).
Essa condicdo intensifica a auto-oxidacdo da glicose, a fosforilacdo oxidativa e a
formacao de produtos finais de glicacdo avancada (AGES), aumentando a producéo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Os compostos antioxidantes desempenham
um importante papel no tratamento do DM, pois podem aumentar a producdo de
insulina pelas células B pancreaticas, atenuar a resisténcia a insulina e melhorar a
captacdo de glicose intestinal (Moukette et al., 2017; Rasouli et al., 2017). Outras
atividades tém sido relacionadas aos compostos antioxidantes, como anti-inflamatéria
e antimicrobiana (Sahin et al., 2017).

A acéo antimicrobiana de B. tetraphylla foi analisada frente a microrganismos de
importancia patogénica. Nesses estudos o0s extratos organicos das folhas de B.
tetraphylla apresentaram atividade antifingica frente a isolados clinicos de Candida
albicans e bactérias gram-negativas e gram-positivas (Oliveira et al., 2012; Cavalcanti
et al., 2017).

No Nordeste brasileiro, a Buchenavia tetraphylla é tradicionalmente utilizada
como expectorante, antitussigeno, contra diarreia, ma digestdo e como toénico contra
fraqueza (Agra, 2007). H4, porém, poucas informacdes cientificas a respeito da eficacia
e seguranca de uso. Dessa forma, é importante e de alta relevancia a avaliagdo quimica
e biologica de seus constituintes, de forma que os resultados possam contribuir com
seu arsenal terapéutico. Adicionalmente, os dados deste estudo poderdo contribuir

como uma alternativa terapéutica eficiente e de baixo custo a populagéo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial farmacoldgico, a toxicidade e

caracterizar quimicamente os a fragdo metandlica de Buchenavia tetraphylla.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Obter a fragdo metandlica de B. tetraphylla (BtMeOH) através de uma série eluotropica (por
gradiente de polaridade de solventes);

b) Realizar o screening fitoquimico da fracdo metandlica atravées de Cromatografia em
Camada Delgada;

c) Identificar por meio de padr6es os compostos majoritarios de BtMeOH através das técnicas
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS);

d) Avaliar a atividade antibacteriana in vitro da fragdo metandlica através dos testes de
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracéo Bactericida Minima (CBM);

e) Realizar estudos de toxicidade aguda, genotoxicidade e mutagénese;

f) Avaliar o potencial anti-hiperglicemiante, anti-glicagéo e antioxidante in vitro de BtMeOH;

g) Avaliar a citoxicidade, a producéo de 6xido nitrico (NO) e a imunumodulagéo de BtMeOH

em esplendcitos de camundongos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas fazem parte da vida do homem desde seus primérdios como alimento,
vestimenta, habitacdo, utilizacbes domeésticas, no emprego de terapias e sao
importantes fontes de substancias naturais biologicamente ativas (Awad; Awaad,
2017). Um vegetal é considerado medicinal quando possui metabolitos com
propriedades quimicas associadas a algum tipo de acdo farmacolégica (Gnoato;
Schenkel; Bassani 2005). As substancias ativas presentes nestas plantas medicinais
sao produtos do seu metabolismo, os quais podem ser reunidos em dois grupos: 0s
metabolitos primarios, tais como carboidratos, aminoéacidos e lipideos, e os metabdlitos
secundarios, resultantes da biossintese dos metabdlitos primarios, tais como
compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais e alcaldides, saponinas, entre
outros. (Dourado, 2006; Kumar et al., 2015; Serna; Martinez, 2015).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a espécie humana (Awad;
Awaad, 2017). Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da
populacdo mundial usa ou ja usou recursos das plantas medicinas populares para suprir
necessidades de assisténcia médica privada, estimando-se que a venda neste setor
cresce cerca de 10% ao ano (Ministério da Saude, 2006). Ainda hoje nas regiées mais
pobres do pais e até mesmo em grandes cidades brasileiras, as plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais. Em todo territério brasileiro e em especial na regido nordeste, o uso de
preparacdes caseiras naturais assumem fundamental importancia no tratamento de
patologias que afetam as popula¢bes de baixa renda, tendo em vista a influéncia da
transmisséo oral dos habitos culturais e a disponibilidade da flora (Matos, 2009).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de
nao terem seus constituintes quimicos conhecidos (Bruning et al., 2012). Dessa forma
a populacdo mantém em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas

informacdes que foram sendo acumuladas durante séculos. Essa cultura, entretanto,
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precisa estar alicercada na experiéncia e no conhecimento cientifico comprovado
(Figueredo; Gurgel; Gurgel Junior, 2014; Gnoatto et al., 2005). Em maio de 2006, o
Ministério da Saude normalizou por meio da Portaria 971 a Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Salde (SUS), sendo que
uma das principais medidas inseridas é a proposta para plantas medicinais e fitoterapia,
podendo as unidades do SUS implementar o seu uso (Figueredo; Gurgel; Gurgel Junior,
2014).

Varias abordagens para a selecdo de espécies vegetais tém sido apresentadas
na literatura, dentre elas, trés tipos sdo alvo de maiores investiga¢cdes: a) abordagem
randémica - escolha da planta sem qualquer critério, tendo como fator determinante a
disponibilidade da planta; b) abordagem quimiotaxonémica ou filogenética - selecédo da
espécie correlacionada com a ocorréncia de uma dada classe quimica de substancias
em um género ou familia; c) abordagem etnofarmacoldgica - selecdo da espécie de
acordo com o uso terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico (Verdam;
Silva, 2012). As probabilidades de novas descobertas de substancias inéditas, bioativas
ou ndo, é sem davida, maior na selecao randdémica. A sele¢do etnofarmacoldgica, no
entanto, favorece com maior probabilidade a descoberta de novas substancias
bioativas. Nesta abordagem as plantas medicinais sado consideradas ndo apenas como
simples matéria prima. A descri¢cao do historico da planta como um recurso terapéutico
de determinado grupo étnico, se traduz na economia de tempo e dinheiro, constituindo
uma importante ferramenta de pré-triagem (Albuquerque; Hanazaki, 2006).

2.1.1 Metabolismo secundario e fitoquimica

Entende-se por metabolismo priméario o conjunto de processos metabolicos que
desempenham uma funcao essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiragédo
e o transporte de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo primario possuem
uma distribuicdo universal nas plantas. Esse € o caso dos aminoacidos, dos
nucleotideos, dos lipidios, carboidratos e da clorofila. Por sua vez, os metabdlitos
secundarios sdo compostos de estrutura relativamente complexa, produzidos em
baixas concentragBes e que cumprem fungfes especificas em cada ser vivo (Silva,
Lima, 2016).

A fantastica variedade e complexidade de metabalitos especiais biossintetizados

pelas plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo de defesa desses
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vegetais as condicbes ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais e também
as condicdes de adaptacdo e regulacdo (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Shakya et al.,
2017). Fatores ambientais como temperatura, umidade, luminosidade, disponibilidade
de agua influencia diretamente as vias bioquimicas ligadas a producao de metabdlitos
secundarios (Namdeo, 2007).

Segundo Gottlieb (1996), os metabdlitos secundarios tiveram um papel
fundamental no desenvolvimento da quimica orgéanica sintética moderna.
Historicamente, o desenvolvimento da quimica organica ocorreu paralelamente ao
estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados os
primeiros estudos sobre plantas, com base cientifica. I1sso resultou no isolamento de
alguns principios ativos de plantas, ja entdo conhecidas como medicinais, que se
consagraram como principios ativos eficazes, até hoje empregados no tratamento de
certas doencas, a exemplo da morfina, quinina e canfora.

Os estudos fitoquimicos podem ser desenvolvidos, de modo geral, em etapas
como escolha da planta a ser estudada, identificacdo botanica, prospecg¢éo preliminar
de sua composicao quimica, isolamento e a purificacdo dos constituintes principais e
determinacao da estrutura molecular dos isolados. Esse tipo de investigacdo pode
indicar os grupos de metabdlitos de interesse farmacolégico, favorecendo dessa forma

0 uso sustentavel da planta, contribuindo para sua preservacao (Matos, 2009).

2.2 FAMILIA COMBRETACEAE

Combretaceae é uma familia pertencente a ordem Myrtales (Robert Brown),
composta por ervas, arbustos, arbustos escandentes, arvores ou lianas, raramente
espinhosas (Loiola, 2009). Possui folhas alternas, opostas, espiraladas ou verticiladas,
simples e inteiras, sem estipulas, com ou sem tricomas. Apresenta distribuicdo
pantropical, incluindo cerca de 20 géneros e mais de 500 espécies, encontradas
principalmente nas regides da Africa e da Asia, além da América neotropical e Australia
(Von Linsingen, 2009; Fanton; Ricardi-Branco; Silva, 2012). A importancia econdémica
das Combretaceae concentra-se em espécies que apresentam propriedades
medicinais, sobretudo aquelas utilizadas na medicina tradicional por tribos e
comunidades asiaticas. As plantas do género Terminalia por exemplo, sdo bastante
empregadas no tratamento de desordens gastricas (Silva et al., 2015; Ali-Khan; Nazan;

Mat Jais, 2017), doencas cardiovasculares (Kapoor, 2014), diabetes (Lee et al., 2017),
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como antiparasitarias, antimicrobianas (Wazir, 2014; Acharyya, 2015) e anti-
inflamatorias (Zhong, 2014). As sementes oleaginosas dos frutos de espécies como
Terminalia catappa (Castanhola) sdo amplamente utilizadas como alimentos,
possuindo elevado teor nutricional e tecnolégico (Souza, 2016). Poucos representantes
de Combretaceae sao utilizados na ornamentacdo como Quisqualis indica L. e
Terminalia catappa (Loiola, 2009).

No Brasil Combretaceae esta representada por 5 géneros (Buchenavia,
Combretum, Conocarpus, Laguncularia e Terminalia) e 62 espécies das quais 13 sédo
endémicas, ocorrendo em quase todas as formacdes vegetais, incluindo caatinga,

cerrado, mangue e savana amazo6nia (Von Linsingen, 2009; Marquete; Loiola, 2015).

2.2.1 Género Buchenavia

O género Buchenavia compreende 25 espécies, distribuidas desde a América
Central até a Venezuela, Colémbia, Guianas, Brasil, Peru e Bolivia. No Brasil esta
amplamente distribuido, mas seus representantes sédo encontrados principalmente na
regido amazonica, com cerca de 20 espécies diferentes. O género € caracterizado por
porte arbustivo ou arbéreo, folhas simples e alternas, flores sem pétalas, com frutos do
tipo drupa e arredondados (Marquete; Loiola, 2015). Apesar de poucos estudos acerca
das caracteristicas quimicas do grupo, estudos indicam que espécies deste género
possuem metabdlitos secundarios como alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas e
triterpenos. A presenca desses compostos tem sido associada a atividades biologicas
importantes dentro do género, como antibacteriana, antifingica e anti-HIV (Lopes e
Maruo, 2014; Teodoro, 2015; Cavalcanti 2017).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica do género Buchenavia no territério brasileiro
(Marquete; Loiola, 2015).

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB6892

2.2.2 Buchenavia tetraphylla

A Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R.A. HOWARD, conhecida como Tanimbuca ou
Mirindiba, € uma arvore de porte muito variavel (de 5 a 12 metros de altura) pertencente
a familia Combretaceae. Possui distribuicdo neotropical e no Brasil ocorre naturalmente
no Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, desenvolvendo-se na Caatinga, no
Cerrado e em florestas semi-deciduais (Marquete; Loiola, 2015). Suas folhas séo
simples, coriaceas, contendo pelos sobre as nervuras. A madeira € utilizada na
construcdo civil, como tabuas e vigas, para uso externo, como estacas e varas para
porteiras e também para lenha. Seus frutos sdo comestiveis e procurados
principalmente por animais selvagens (Fonseca; Queiroz; Venturoli, 2017). E relatada
como etnomedicinal por comunidades da regido semiarida e incluindo grupos indigenas
(Agra; Freitas; Barbosa-Filho, 2007; Agra et al., 2008; Oliveira et al.,, 2012).
Popularmente essa planta € utilizada como expectorante, antitussigeno, contra diarreia,
ma digestao e como tdnico contra fraqueza (Agra et al., 2007).

Em estudos sobre a fitoquimica de B. tetraphylla, verificou-se a presenca de
flavonoides, protoantocianidinas, leucoantocianidinas, triterpenos e tanino galico
(Oliveira et al., 2012), classes de metabolitos secundarios que tém recebido bastante
atencdo nos recentes anos devido as suas propriedades farmacologicas diversas,
incluindo efeitos citotoxicos, antioxidantes, quimioprofilaticos contra o céancer entre
outros (Mohammad; Hasan; Mohamed, 2016; Aires, 2017). Recentemente tem sido

demonstrado que a espécie apresenta propriedades frente a microrganismos de
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natureza patogénica como linhagens resistentes de Candida spp (Teodoro, 2015;
Cavalcanti, 2017), Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus entre outros
(Oliveira, 2012).

Figura 2 - Partes diversas do Buchenavia tetraphylla. Em 1 frutos; em 2
folhas; em 3 semente; em 4 porte arboreo.

Fonte: http://tropical.theferns.info/image.php?id=Buchenavia+tetraphylla

2.3 IMPORTANCIA DE ESTUDOS GENOTOXICIDADE E MUTAGENESE DE
PLANTAS MEDICINAIS

Diariamente nos deparamos com substancias que podem alterar 0 Nnosso
organismo a nivel celular. Os danos celulares podem ser ocasionados por agentes
quimicos, fisicos ou biologicos, que ao interagir com o material genético, afetam o ciclo
celular e levam a altera¢des cromossomicas, sendo por isso chamados de genotoxicos.

As mutacdes sdo alteracbes que podem atingir a sequéncia de nucleotideos do
DNA (mutacdes génicas) ou no numero e estruturas dos cromossomos (mutacdes
cromossOmicas). Apesar de serem um importante fator para a variabilidade genética
em diversos organismos, as mutacdes podem ser prejudiciais, sobretudo em
organismos multicelulares. Os agentes mutagénicos sao aqueles capazes de aumentar
0 numero de muta¢cdes em um organismo (Silva et al., 2011).

Varios marcadores séo utilizados para avaliar a seguranca e eficacia de produtos

naturais, pois apesar do largo uso pela populacédo, muitos de seus compostos podem
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ser potencialmente téxicos, genotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos (Bhagat,
2017). A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) recomenda testes in vitro
em Salmonella typhimurium para detec¢cao de mutac¢des nos sitios de guanina-citocina
(G-C) como as cepas TA1535, TA97, TA98 e TA100. Para a deteccao de mudangas
nos sitios de adeninda-timina (A-T) deve-se utilizar a cepa TA102 ou Escherichia coli
WP2 uvrA. A ANVISA também recomenda testes de genotoxicidade em roedores para
deteccdo de danos cromossdmicos em células hematopoiéticas in vivo, como o teste
do micronucleo e o ensaio cometa (ANVISA, 2013).

O teste cometa consiste em uma avaliacdo de genotoxicidade com a finalidade
de detectar quebras de fita simples ou duplas no DNA. No ensaio, células presentes
em laminas s&o submetidas a uma solucéo de lise, e inducéo da desespiralizagédo do
DNA. As membranas celulares sdo rompidas e as proteinas do nucleo liberadas no
meio, restando apenas o nucleoide na lamina. Através de eletroforese em gel, o DNA
do nucleoide migra de acordo com seu tamanho, sendo que os fragmentos menores
migram mais rapidamente, formando um arraste possivel de ser visualizado no
microscopio como uma “cauda de cometa”. O material é entdo analisado quanto ao
comprimento e quantidade do material genético presente na cauda. A quantidade e
tamanho dos fragmentos de DNA, é diretamente proporcional ao dano. O teste do
cometa pode ser realizado em células em proliferacdo ou ndo e é considerado simples,
eficaz e confiavel e tem sido amplamente utilizado para detectacéo inicial de agentes
carcinogénicos via mecanismo mutagénico (Haase et al.,, 2017; Bhagat, 2017;
Zhanataev et al., 2017).

O teste do micronucleo (MN) consiste em detectar pequenos nucleos acessorios
presentes no citoplasma das células em divisdo celular, contendo fragmentos de
Cromossomos Oou Ccromossomos inteiros que durante a divisdo celular ndo foram
incluidos no nucleo. Os agentes mutagénicos podem induzir a quebras cromossémicas
(clastogénese) ou perda de cromossomos (aneugénese), e caso essas alteragdes nao
forem reparaveis, se transformam em mutacfes. S0 comumente utilizados neste
ensaio eritroblastos (eritrocitos imaturos, ou policromaticos) que ao se maturarem
expelem o nudcleo principal, entretanto, os micronucleos permanecem, podendo ser
facilmente detectados (Haase et al., 2017; Gouveia et al., 2017). A combinagéo dos
testes de Ames e MN tem sido efetivos na deteccdo de agentes genotoxicos

carcinogénicos (Bhagat, 2017; Matsumoto et al., 2017).
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Figura 3 - Presenca de eritrocitos normocromaticos (verdes) e policromaticos
(vermelhos) contendo micronucleo apontado pelas setas.

Fonte: O autor (2017).

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS MEDICINAIS

Desde a antiguidade as plantas sdo empregadas na cura de doencas inclusive
para o tratamento de infec¢cdes microbianas. Ao longo dos Ultimos anos cresceu o
interesse sobre compostos obtidos de plantas sobretudo aqueles que sao ativos contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas multirresistentes (Barbieri et al., 2017). A
resisténcia antimicrobiana é a capacidade de os microrganismos crescerem mesmo
gquando expostos a antibidticos ou antifungicos. Os microrganismos podem exibir
resisténcia natural ou adquirida, através de elementos genéticos moveis, sendo que o
uso irracional de medicamentos antifingicos e antibacterianos acelerou o surgimento
de cepas resistentes (Anyanwu; Okoye, 2017). Este tem sido um dos maiores entraves
para a saude a nivel mundial, e além disto, representa um importante problema
econdmico devido ao aumento de custo com o tratamento dessas infec¢des. Segundo
o relatério realizado pelo economista Jim O'Neill, até 2050 o custo financeiro para o
combate de microrganismos multirresistentes pode chegar a 100 trilhdes de dolares
caso o problema néo seja contornado (O’Neill, 2017).

Além da eficiéncia reduzida dos antibidticos e outros antimicrobianos, alguns
desses agentes também podem apresentar efeitos indesejaveis aos pacientes, devido
a sua toxicidade. Diante desta crise, € emergencial a busca por farmacos seguros,

estaveis, padronizados e eficientes. Nesse sentido, 0s compostos extraidos de plantas,
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cuja diversidade molecular € ampla, podem servir como modelos apropriados para a
producdo de medicamentos efetivos e mais especificos contra bactérias, fungos,
helmintos, protozodrios ou virus (Anyanwu; Okoye, 2017; Barbieri et al., 2017). Diversas
pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de comprovar e determinar a ampla
variedade das atividades antimicrobianas de compostos bioativos isolados de plantas
ou de extratos vegetais onde esses metabdlitos podem apresentar efeito sinérgico
(Cools et al., 2017; Marchese et al., 2017; Sakkas; Papadopoulou, 2016; Slobodnikova
et al, 2016).

2.5 SISTEMA IMUNOLOGICO E INFLAMACAO

O Sistema Imunoldgico (SI) € constituido por um conjunto de 6rgédos, tecidos,
células e moléculas responsaveis pela defesa do organismo e reparo tecidual. A
resposta imune pode ser classificada em imunidade inata ou natural e adaptativa ou
adquirida.

O sistema imune inato representa a defesa presente em individuos saudaveis
desde o nascimento. Inclui barreiras anatébmicas fisicas e quimicas da pele e mucosas,
secrecbes (lagrima, saliva), enzimas, substancias de defesa secretadas (como
proteinas do Sistema Complemento), células mononucleares (mondcitos/macrofagos),
granuldcitos (neutréfilos, eosinodfilos, basofilos) e linfocitos NK (Natural Killer). A
resposta inflamatéria, a liberacdo de mediadores e o processo de fagocitose realizado
principalmente por macréfagos e neutrofilos, sdo importantes mecanismos desse
sistema de defesa. Os macréfagos podem ser ativados e atraidos ao local da injuria
pelos proprios agentes infectantes ou pela agéo de citocinas liberadas por linfocitos T
no local da infec¢éo, como IL-2, IL,4, IL-5, IL-6 e TNF-a e quimiocinas (Abbas; Lichtman,
2017).

Diferentemente da inata, a imunidade adaptativa se desenvolve apenas apos a
exposicao ao agente infeccioso e é altamente especifica, sendo capaz de reagir de
maneira mais rapida e eficaz em um segundo, terceiro ou quarto contato, propriedade
conhecida como “memdria imunoldgica”. A resposta imune adaptativa pode ser dividida
em duas categorias: humoral e celular. Pertencem & imunidade humoral os anticorpos
produzidos e secretados pelas células B, que ao serem ativadas, se transformam em
plasmaocitos. Os anticorpos, moléculas efetoras da imunidade humoral, sao

imunoglobulinas que estao distribuidas em cinco classes- IgA, IgD, IgE, IgG e IgM- que
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se ligam aos antigenos formando complexos imunes. Esses complexos agem
facilitando a fagocitose e ativando mecanismos de citotoxicidade por macrofagos,
neutrofilos, sistema complemento e células NK. A imunidade celular compreende
mecanismos que envolvem a ativacao dos linfocitos T imaturos, que se proliferam e se
diferenciam em células T efetoras expressando receptores CD4 ou CD8, e migram para
os locais de infeccdo. Esse processo é essencial devido ao recrutamento de outros
componentes do s.i. para o local da infec¢do. Os linfocitos T CD4+ auxiliares secretam
citocinas que ativam e atraem leucdécitos para fagocitar e destruir microrganismos
patogénicos. Dependendo do tipo de citocina produzida, os linfocitos auxiliares podem
se diferenciar funcionalmente em dois subgrupos principais: Thl e Th2. Em
determinadas condi¢des um subgrupo pode ser convertido em outro, havendo certa
plasticidade entre eles. J& os linfocitos T CD8+ citotdxicos induzem a morte de células
infectadas com proteinas microbianas intracelulares, eliminando reservatérios de
infeccdo (Abbas; Lichtman, 2017).

2.5.1 Citocinas

Citocinas séo glicoproteinas hidrossolluveis produzidas por diversos tipos de
células do sistema imunolégico, que conduzem a resposta inflamatéria aos locais
infeccdo ou lesdo. Além disso estdo envolvidas em quase todos 0S processos
biolégicos como proliferacdo e diferenciacédo celular, fibrose, migracédo, reparacéo e
angiogénese. Possuem secrecdo autolimitante com efeito paracrino, autécrino ou
enddcrino, podem ser pleiotrépicas agindo em diferentes tipos de células e redundantes
funcionalmente, de modo que diferentes tipos de mediadores possuem acdes
semelhantes. Varias células podem sintetizar citocinas, apos estimulos diversos como
toxinas, les6es ou mediadores quimicos. Os macrofagos, entretanto, séo os principais
produtores de interleucinas (IL) pro-inflamatérias como as IL-1, IL-6, o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interferon y (INF-y). Ja as interleucinas 4, 10, 13 e o TGF-[3 (fator
transformador de crescimento-Beta) sdo consideradas anti-inflamatorias, pois inibem

respostas do s.i (Oliveira et al., 2011; Liu et al., 2017).

2.5.2 Compostos imunomoduladores naturais

As células do sistema imuno-inflamatorio sdo responsaveis por estimular ou

coibir as respostas imunes, desempenhando um papel de regulagcéo na fisiopatologia
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de doencas importantes através da sintese de substancias imunomoduladoras (Pandey
et al., 2016). Com a descoberta do papel dessas substancias reguladoras, tornou-se
possivel a manipulacéo do sistema imune a fim de potencializar o efeito terapéutico de
farmacos em doencas associadas a inflamacéo croénica (CID), atraindo assim a atencao
de varias pesquisas (Ridker; Luscher, 2014). Nesse sentido, agentes anti-inflamatorios
sdao amplamente utilizados no tratamento de tais enfermidades, exercendo, entretanto,
danos graves ao s.i. de individuos submetidos ao tratamento com alguns desses
farmacos. O uso de extratos vegetais e metabdlitos secundarios com acgdo anti-
inflamatoria e immunomoduladora podem representar adjuvantes ideais no tratamento de
doencas importantes. Assim, trabalhos recentes tém sugerido que muitas plantas ou
outros produtos de origem natural podem ativar o s.i. estimulando a liberacdo de
citocinas, a proliferacdo de células mononucleares, o aumento do processo de
fagocitose e a liberacdo de NO por macréfagos. Em contrapartida, esses compostos
também podem agir como imunossupressores, sendo entdo utilizados para o
tratamento de artrite reumatoide, doencas auto-imunes e outras doencas infecciosas
ou inflamatérias (Pandey et al, 2016; Choi et al, 2017; De Siqueira Patriota et al., 2017,
Putri et al, 2017; Sadowska et al., 2017).

2.6 DIABETES

Diabetes mellitus (DM) é termo utilizado para designar um conjunto de desordens
metabdlicas provenientes de alteracdes na secre¢do ou acao da insulina, o que leva a
alteracdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras (Ahmadieh;
Ghazal; Azar 2017). O diabetes foi mencionado pela primeira vez em 1.500 anos a.C.
pelos egipcios ao observarem a incontinéncia urinaria. Posteriormente os indianos
descreveram a doenca e a classificaram como “urina de mel” devido a urina adocicada
gue atraia formigas e abelhas.

Apesar do diabetes ser descrito desde a antiguidade, foi apenas no inicio do
século XX com a descoberta e manipulacdo da insulina pelos canadenses Frederick
Banting e Charles Bestthe que a patogénese da doenca foi compreendida. A insulina
foi utilizada pela primeira vez em 1922 e essa terapia espalhou-se pelo mundo salvando
milhares de vidas (Menon; Rajesh; Balakrishnan, 2015; Prasad et al., 2016). Segundo
a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) o DM pode ser dividido em quatro
principais grupos: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2), outros tipos especificos
de DM e DM gestacional (SBD, 2016).
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O DM1 é caracterizado pela destruicao das células beta pancreaticas produtoras
de insulina, presentes nas ilhotas de Langherans, levando a dependéncia de insulina
exogena nos pacientes. Em geral é ocasionada por processo autoimune relacionado
com uma predisposicdo genética e fatores ambientais (Kaneko et al., 2017). Os
principais genes envolvidos estéo relacionados ao HLC (antigeno leucocitario humano)
classe Il e dentre os elementos ambientais estdo infec¢des virais e deficiéncia de alguns
nutrientes, a exemplo da vitamina D, em individuos geneticamente predispostos. As
reacOes autoimunes sdo desencadeadas principalmente por células T auto-reativas e
células B envolvidas na producdo de auto-anticorpos anti-insulina (IAA), anti-ilhota
pancreatica (ICA), além de anticorpos contra acido glutamico descarboxilase 65
(GADG65), antitransportador de zinco 8 (Anti-ZnT8) e antigenos associados ao
insulinoma 1A-2A (Hinman, 2014; Lamy; Sault; Renard, 2016). A taxa de destruigdo das
células beta pode variar nos individuos, sendo mais rapida nas criancas e lenta e
progressiva nos adultos, sendo referida nesses ultimos como diabetes autoimune
latente do adulto (LADA) (SDB, 2015-2016).

O excesso de glicose no sangue leva a utlizacdo de gordura como fonte
alternativa de energia e consequente degradacao excessiva das reservas adiposas e
de proteinas, especialmente no tecido muscular. O aumento da concentracdo de
aminodacidos e acidos graxos livres, aumentando a concentracao de corpos cetdnicos.
O excesso de glicose e de corpos cetdnicos séo excretados pela urina juntamente com
grandes quantidades de agua e ions importantes como sddio e potassio. A cetoacidose
diabética, tipica do DM1, pode levar a quadros mais graves como coma e morte, caso
esta condicdo ndo seja revertida (Figura 4) (Barone et al.,, 2007; Ahmadieh; Grazal;
Azar, 2016).
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Figura 4 - Patogénese da cetoacidose diabética.
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Fonte: Barone et al. (2007).

O DM2 é inicialmente assintomatico e ocorre quando concentracées normais do
hormoénio insulina ndo conseguem produzir respostas adequadas em tecidos como
muscular e adiposo. Essa reducdo na sensibilidade dos tecidos é conhecida como
resisténcia a insulina. Os portadores de DM2 podem fazer o uso de insulina, mas nao
sao insulinodependentes (Wu et al., 2014). Defeitos na ag¢do da insulina decorrem
principalmente da reducdo no numero de receptores para insulina, de proteinas
transportadoras de glicose ou alteragdes na translocacéo desta do citoplasma para a
membrana (Machado; Schaam; Seraphim, 2006; Boucher; Kleinridders; kahn, 2014.)

Vérios sdo os fatores que podem desencadear o DM2, mas este tem sido
frequentemente associado a obesidade. Além de fatores genéticos, mudancas nos
habitos sociais, comportamentais e dietéticos dos individuos tem contribuido para o
surgimento de um atual problema de saude publica global. Sendo assim, mudancas no
estilo de vida, controle da dieta e a pratica de exercicios fisicos se tornaram praticas
importantes e simples para a prevencao desta doenca. Ainda nesse sentido, outros

elementos vém sendo recentemente associados a maior predisposicdo ao DM2 como
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a ma qualidade do sono (Dutil; Chaputil, 2017) o aumento da exposi¢do a inseticidas
organoclorados e organofosforados através do uso de inseticidas e consumo de

alimentos contaminados (Xiao; Clark; Park, 2017; Tengholm; Gylfe, 2017).

2.6.1 O hormdnio insulina e suas acdes metabdlicas

A insulina € um hormdnio produzido pelas células B das ilhotas de Langherans
presentes na por¢do enddcrina do pancreas. E primeiramente sintetizada na forma
inativa, a pré-pro-insulina, que ao seguir para o reticulo endoplasmatico, perde a por¢ao
pré e se transforma na molécula precursora, a pro-insulina. A pré-insulina, formada por
duas subunidades A e B ligadas a um peptideo C, segue para o complexo de Golgi
onde é clivada para liberacao do peptideo C e formacdo da molécula final de insulina,
com as duas cadeiras A e B ligadas entre si por pontes dissulfeto (Sugawara; Kano;
Murata et al., 2014).

Essa substancia desempenha um papel metabdlico essencial, diminuindo a
concentracdo de glicose sanguinea em resposta a hiperglicemia. Em contrapartida,
guando os niveis glicémicos diminuem drasticamente em jejuns prolongados ou entre
as refeicdes, as células a das ilhotas secretam glucagon, responsavel pelo aumento da
concentracdo da glicose (Tengholm; Gylfe, 2017). A insulina € o principal responséavel
pela captacao, utilizagdo e armazenamento dos nutrientes fornecedores de energia,
além disso aumenta os niveis de glicose-6-fosfato a partir da fosforilacdo da glicose,
que € convertida em glicogénio no processo de glicogénese (Tanigush, 2016).
Consequentemente esse importante horménio afeta o metabolismo dos tecidos adiposo
e muscular, onde promove a sintese de glicogénio e triglicerideos e inibe a sua
degradacédo. A insulina atua também no tecido hepatico inibindo a gliconeogénese, a
glicogendlise e a cetogénese (Taniguchi, 2016; Gutiérrez-Rodelo; Roura-Guiberna;
Olivares-Reyes, 2017).

A sinalizacdo da insulina envolve a interacdo com um receptor de membrana
especifico (IR). O IR € um heterotetramero de 350 KDa composto de duas subunidades
a localizadas na porcao extracelular da membrana plasmética com os sitios de ligagéo
para insulina e duas subunidades B transmembrana onde esta localizado o dominio
tirosina quinase (TK) (Figura 5). O inicio da sinalizacdo é marcado pela ligacdo da
insulina a porcao a do IR, que induz a mudangas conformacionais e a autofosforilagao

de residuos de tirosina presentes na subunidade . O receptor entéo fosforila diferentes
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proteinas citosdlicas, principalmente aquelas que sdo membros da familia substrato do
receptor de insulina (IRS) (Lee et al., 2017; Ye et al., 2017).

Figura 5 - Visdo geral da estrutura do receptor de insulina (IR) com suas
subunidades e dominios.
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Fonte: Adaptado de Ye (2017). Em A diagrama esquematico da organizagéo do dimero de IR completo.
Em B representacdo do desenho da estrutura dimérica do IR.

As acbes da insulina ocorrem por duas principais vias de ativacdo: a do
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/Akt) e a via das quinases ativadas por mitégenos
(MAPK/Ras). A via PI3K/Akt parece ser a principal responsavel pela maioria das acdes
metabdlicas da insulina, estando envolvida na incorporagdo da glicose no tecido
adiposo e muscular e na sintese de glicogénio (Gutierrez-Rodelo, 2017) (Figura 6).

Akt € uma familia de proteinas (Akt 1, Akt2, Akt3) que séo fosforiladas pela PI3K,
resultando no aumento da translocacdo de vesiculas contendo transportadores de
glicose tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a membrana plasmatica para aumentar a
captacdo de glicose na célula. Por outro lado, a via MAPK/Ras esta associada aos
efeitos da insulina como fator de crescimento, promovendo crescimento, proliferacéao e
diferenciacéo celular (Luchs, 2006; Gutiérrez-Rodelo; Roura-Guiberna; Olivares-Reyes,
2017; Ye, 2017).
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Figura 6 - Vias da sinalizac&o da insulina.
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2.6.2 Estresse oxidativo e diabetes

A auséncia de insulina impede que a glicose seja captada normalmente pelos
tecidos, podendo levar a um quadro de hiperglicemia cronica. Essa condi¢éo promove
0 aumento da auto-oxidacdo da glicose, fosforilacdo oxidativa, peroxidacéao lipidica e
formacao de produtos finais de glicacdo avancada, induzindo a formacao de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs). O quadro de estresse oxidativo pode causar lesées
teciduais superando a defesa antioxidante enddgena, contribuindo para a progressao
da doenca, tanto no DM tipo 1 como no tipo 2 (Justino et al., 2017).

Nos ultimos anos, pesquisas tem sugerido que espécies reativas de oxigénio
geradas pelas mitocéndrias tem um papel importante no desenvolvimento do DM tipo
2. A reducao na oxidacdo de substratos como lipideos e carboidratos poderia levar ao
acumulo de elétrons através da cadeia transportadora, aumentando a formacéo de
anions superoxido. A formagdo de EROs provoca danos no DNA mitocondrial,
agregacdo de proteinas e peroxidacdo lipidica, que podem induzir & mitofagia e
apoptose, reduzindo o niumero de mitocéndrias. Além disso, o acumulo de EROS afeta
a secregao de insulina pelas células 3 pancreaticas e a sensibilidade deste hormonio

nos tecidos. O aumento da atividade do complexo nicotinamida adenina dinucleotideo
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fosfato (NADPH) também esta relacionado a resisténcia a insulina e contribui com a

producdo de EROS (Gutiérrez-Rodelo; Roura-Guiberna; Olivares-Reyes, 2017).

2.6.3 Compostos naturais com atividade anti-hiperglicemiante e antioxidante

Muitas espécies de plantas representam a base da medicina tradicional em todo
mundo e sdo amplamente utilizadas de forma empirica para tratar algum sintoma do
diabetes mellitus, entretanto um pequeno percentual dessas plantas tem sido estudado
(Parra-Naranjo et al., 2017). Nesse sentido, pesquisas recentes tém se empenhado em
identificar compostos de origem natural, como o0s presentes em plantas medicinais,
sobretudo aqueles classificados como antioxidantes.

Compostos antioxidantes sdo agentes que podem doar &tomos de hidrogénio ou
elétrons aos radicais livres, prevenindo ou inibindo a formacédo de espécies reativas,
atenuando o estresse oxidativo (Moukette et al., 2017). Essas substancias podem ser
divididas em dois sistemas, 0 enzimatico, que compreende enzimas endégenas como
a superoxido redutase (SOD) e catalase (CAT) e o ndo enzimatico, fazendo parte deste
grupo as vitaminas, os flavonaoides, licopeno e bilirrubina (De Vasconcelos et al., 2014).

Os polifendis sdo uma classe de metabdlitos secundarios que podem ser
divididos em 3 grupos principais, o dos acidos fendlicos, flavonoides e taninos. Esses
compostos podem encontrados em legumes, frutas e sementes e sua utilizacdo pode
estar associada a prevencdo do estresse oxidativo, protecdo do DNA e aumento do
sistema de defesa natural. Esses metabdlitos também tém sido relacionados ao
aumento da producdo de insulina pelas células B pancreaticas, atenuagdo da
resisténcia a insulina e aumento da captacao de glicose (Moukette et al., 2017; Rasouli
etal., 2017). Tafesse e colaboradores (2017) verificaram que o extrato aquoso de Ajuga
remota reduziram drasticamente os niveis de glicose em animais diabéticos induzidos
por aloxana, provavelmente devido a presenca de flavonoides detectados nas analises
fitoquimicas. Outro mecanismo de acdo dos polifendis para reducdo dos niveis de
glicemia é através da inibicdo de enzimas digestivas como a-amilases e a-
glucosidases, que séo responsaveis pela quebra de oligossacarideos e dissacarideos
em monossacarideos, retardando assim a absorcdo de glicose (Bati; Kwape;
Chaturvedi, 2017; Rasouli et al., 2017).
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3 METODO

3.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DOS EXTRATOS

O material botanico ser& coletado no Estado de Pernambuco e depositado no
Herbario Dardano de Andrade Lima, da Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria (IPA). Os extratos serdo preparados em um extrator soxhlet, utilizando os
solventes ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e &gua. Apos a realizagcéo
do fracionamento, a fragdo metandlica (BtMeOH) foi armazenada em freezer a 4°C para

posterior utilizacao.

3.2 PERFIL FITOQUIMICO DOS EXTRATOS

Para a analise fitoquimica os extratos serdo ressuspendidos em metanol para
uma concentracdo final de 20mg/ml. Utilizando-se placas de poliamida (11 F254-
merck), aliquotas de 10uL serdo submetidas a cromatografia em camada delgada
(CCD) para andlise dos aspectos de compostos de metabdlitos secundarios,
empregando diferentes fases moéveis e reveladores especificos. Os testes de
afrogenicidade, para confirmacdo da presenca de saponinas, serdo realizados em

tubos de ensaio.

3.3 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ENCONTRADAS

Esta etapa sera realizada através de cromatografia em coluna (presséo normal,
a meédia pressdo e a alta pressdo). A pureza das substancias isoladas sera
acompanhada através de cromatografia em camada delgada analitica e, quando

necessario, cromatografias em fase gasosa e liquida de alta presséo analitica.
3.4 IDENTIFICACAO QUIMICA DOS COMPOSTOS ISOLADOS
A identificagdo quimica dos compostos isolados sera realizada por meio da

técnica de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros de

RMN seréo registrados em espectrometro Brucker DPX 500 MHz, operando em 500
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MHz para o 1H. Os espectros serdo obtidos em CD30OD (alcool metilico deuterado)

utilizando TMS (tetrametilsilano) como padréo interno.

3.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os microrganismos testes serdo: Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Candida spp. A determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida Minima sera realizada de acordo com a

técnica descrita por Duarte et al. (2003).

3.6 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO E ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

3.6.1 Viabilidade celular

Ser4 avaliada a citotoxicidade dos compostos em esplendcitos de camundongos
nas concentragdes (100, 50, 25, 10 e 5 ug/ml) por incubacado de 24h. Para o teste sera
realizada a viabilidade celular por anexina e iodeto de propidio. Para a andlise da morte
celular (10°) células serdo lavadas duas vezes com PBS 1X e ressuspendidas em uma
solugcdo tampéao (10mM de HEPES pH 7.4, 150mM de NaCl, 5mM de KCI, 1ImMde
MgCI2 e1.8mM de CaCl2). Posteriormente serdo adicionados 5uL de Anexina V-FITC
e 10uL de iodeto de propidio. A apoptose e a necrose serdo quantificadas por citometria

de fluxo em 20000 eventos.
3.6.2 Obtencéao de células esplénicas de camundongos BALB/c
Células esplénicas serdo obtidas de acordo com Pereira et al. (2004).
3.6.3 Experimento de liberag&o de 6xido nitrico
Células esplénicas de camundongos serdo utilizadas para investigar a liberagcéo

de nitrito nas células estimuladas com extrato metandlico apos 24, e 48h de incubacéo.

Os meios de cultura serdo coletados e subsequentemente submetidos a testes
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colorimétricos de Griess (DING et al., 1988). A concentracdo de oxido nitrico sera

estimada pela curva padréo (3,12-100 pmol/mL).

3.6.4 Dosagem das citocinas liberadas nos sobrenadantes de cultura

A quantificacdo das citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a nos sobrenadantes
de cultura sera determinada através da técnica de Citometria de Fluxo. As
concentragbes dos sobrenadantes serdo calculadas na regido linear da curva de
titulacdo dos padrBes de citocinas e as concentracdes finais expressas em ng/ml ou

pg/ml. O limite de detecc¢éo para cada citocina seré feito de acordo com o fabricante.

3.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA

Para a avaliacdo da toxicidade da fracdo BtMeOH foi utilizada a metodologia
recomendada pela Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD,
2001).

3.8 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE IN VIVO

Grupos de camundongos fémeas (n=5) foram tratados com solugcédo salina a
0,9% (controle negativo), ciclofosfamida (25 mg/kg via intraperitoneal, controle positivo)
ou BtMeOH (2000 mg/kg por gavagem). Os animais foram anestesiados por uma
combinac¢éo quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10mg/kg) 48 horas ap0s o tratamento e
seu sangue (1mL) foi coletado por puncéo retro-orbital para utilizacdo no ensaio de
genotoxicidade e mutagenicidade.

A atividade genotoxica de BtMeOH foi avaliada utilizando-se o Ensaio Cometa
(EC). A avaliacéo foi feita em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2). Foram
analisados 100 nucleoides por animal, com observacéo da relagéo entre o comprimento
da cauda e o tamanho da cabeca 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).

Outro parametro analisado foi a frequéncia de danos (FD%), que foi calculada

de acordo com a porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 até
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classe 4) em relacdo ao total de nucleoides contados, que vai da classe 0 a classe 4
(n° total) (COLLINS et al., 2008).

3.9 AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO IN VIVO

O teste do micronucleo em sangue periférico (MN) foi usado para se verificar
o potencial mutagénico in vivo de BtMeOH (Hayashi et al., 1998). Atividade mutagénica
pelo ensaio de Salmonella typhimurium (teste de AMES) e antimutagenicidade. O
ensaio de mutagenicidade foi realizado de acordo com os parametros estabelecidos no
guia OECD Guideline for Testing of Chemical (2014).

3.10 ATIVIDADE ANTI-HIPERGLICEMIANTE IN VIVO

3.10.1 Inducéo do diabetes em camundongos

O diabetes sera induzido nos camundongos através de uma Unica administracao
por via intraperitonial de estreptozotocina (90mg/kg de peso corporal) dissolvida em
tampéo de citrato 0,1 mol/L (pH 4,5), ap6s 12 horas de jejum. Os animais controle
receberdo apenas tampéao citrato. Os camundongos que apresentarem glicemia igual
ou superior a 150 mg/dl serdo selecionados para o experimento, que incluira o teste de
tolerancia oral & glicose (OGTT), a sucrose (OSucTT) e ao amido (OSTT).

3.10.2 Glicacéao in vitro da Albumina de Soro Bovino (BSA)

O ensaio de BSA glicada foi realizado de acordo com Adisakwattana et al (2014).
Resumidamente, 10mg/mL de BSA (0.50mL) foi incubado com 0.46mL de 500mM de
frutose em 100 mM de tampao-fosfato (pH 7.4), contendo 0,02% de azida sédica e
0,04mL da fracdo/quercetina (concentracao final: 0.05-1mg/mL) a 37°C por 21 dias. A
estimativa de formagédo de AGEs foi realizada usando um espectrofluorimetro. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissao para os diferentes AGEs s&o dados no

guadro 1 (adaptado de Awasthi e Saraswathi, 2016).



41

3.10.3 Inibicdo de Frutosamina

O nivel de frutosamina foi mensurado pelo corante nitroblue-tetrazolium (NBT)
segundo Adisakwattana, Thilavech e Chusak (2014).

3.10.4 Ensaio de protecéo de eritrocitos

A amostra de sangue (1 ml) de voluntario foi retirada em tubo heparinizado com
prévio consentimento por escrito e todo procedimento foi realizado seguindo diretrizes
éticas. A capacidade de inibicdo da fracdo de B. tetraphylla para a hemdlise de
eritrécitos induzida por H202 como radical livre iniciador na presenca de albumina

glicada foi baseada no procedimento de Awasthi e Saraswathi (2015).

3.11 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.11.1 Ensaio de sequestro do radical dpph (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A eliminacédo do radical 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl pela fracdo foi mensurada
de acordo com Blois (1958). Uma aliquota de 40uL de diferentes concentracdes de
fracdo e padrao foi adicionada a 250 uL de DPPH em metanol (100 uM) em placa de
microtitulacdo de 96 pocos. Apés incubagédo por 25 min em ambiente escuro a 37°C, a

absorbancia foi determinada a 517nm usando leitor de microplaca.

3.11.2 Ensaio de sequestro do radical abts (2,2- azino-bis-3-etil-benzotiazolina-6-

acido sulféonico)

Solucdo de ABTS foi preparada pela oxidagéo de 5 mL de ABTS (7mM) com 80
UL persulfato de postassio (140mM) durante 12-16 horas a temperatura ambiente no
escuro antes do uso. ABTS (1mL) foi adicionado a tubos contendo 10 uL da fracdo e
mixadas por vortex por 1 min. A absorbancia foi mensurada a 734nm apds 6 min. Trolox
e BHT foram utilizados como padrdes (Re et al., 1999). O percentual de atividade de
eliminacao do radical foi calculado por comparagcéo com os valores de absorbancia do

controle negativo (ndo tratado com a fracao).
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3.11.3 Ensaio do poder antoxidante de reducéo do ferro (frap)

Ensaio de FRAP foi realizado de acordo com o procedimento relatado por Oyaizu
(1986).

3.11.4 Inibicdo do Radical Superoxido pelo método de DMSO alcalino

Brevemente, 0.1 mL de solucéo de NBT (1 mg/mL em DMSO) foi adicionado a
0.3 mL da fracdo ou padrdo em DMSO e 1 mL de DMSO alcalino (1 mL de DMSO
contendo 0.1 mL de 5mM NaOH em &gua), totalizando um volume final de 1,4 mL. A
mistura foi submetida a vortex por 1 min e deixada a temperatura ambiente por 20 min,
em seguida a absorbancia foi mensurada a 560 nm. Quercetina foi utilizada como

padrao referéncia. (Srinivasan et al., 2007).

3.11.5 Quantificacao de Fendis Totais

O conteudo de fendis totais da fragdo metandlico foi determinado usando

reagente de Folin-Cioucalteu (Awah et al., 2012).

3.11.6 Quantificacao de flavonoides

O conteudo de flavonéides foi determinado de acordo com Awah e colaboradores
(2012). Resumidamente, 100 pyL da fracdo em metanol foi misturado com 100 pL
tricloreto de aluminio (20% em metanol) e uma gota de acido acético e depois diluidos
com metanol até 5mL. Apos 30min, a absorbancia foi mensurada a 415nm. Quercetina
foi usada como padrao de referéncia para a curva padrédo e o resultado foi expresso

como mg quercetina equivalente por grama de peso seco (mgQE/q).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrdo. A analise estatistica foi
realizada usando o software Graph Pad Prism 5.0 ®. A diferenca entre os grupos foi
avaliada por analise de variancia (ANOVA one-way e two-way), seguida pelo teste

Newman-Keuls. O nivel de significancia estabelecido para os testes foi p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTRA ISOLADOS CLINICOS
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Resumo

Buchenavia tetraphylla € um exemplo de arvore utilizada de forma etnomedicinal por
alguns grupos indigenas e comunidades da regido semiarida do nordeste brasileiro. O
objetivo deste estudo foi avaliar as atividades citotoxica e imunomoduladora em
esplendcitos murinos, e antimicrobiana, frente a 10 isolados clinicos de Escherichia coli,
da fracdo metandlica (BtMeOH) de folhas de B. tetraphylla. A atividade antimicrobiana
foi determinada pelo método de microdiluigdo em caldo e o perfil citotoxico e
imunomodulador foi obtido através da exposicdo dos esplendcitos murinos a varias
concentracdes de BtMeOH. Foi realizada analise das alteracdes ultraestruturais em E.
coli por microscopia eletronica de varredura. Os valores de CMI das fra¢des variaram
entre 1250 pg/mL e 2500 ug/mL e os de CMB ocorreram acima de 5000 ug/mL. As
bactérias tratadas com BtMeOH alteracfes estruturais como maiores rachaduras e
encolhimento celular. O teste de citotoxicidade demonstrou que a dose de seguranca
para esplendcitos é abaixo de 25 ug/mL. BtMeOH ainda a estimulou a producédo das
citocinas IL-2, IL-6 e TNF-q, além de ndo estimular a produc¢ao de éxido nitrico. Apesar
do efeito inibidor contra as bactérias testadas, BtMeOH néo foi bactericida. A fracédo
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demonstrou ser um promissor agente imunomodulador devido as citocinas estimuladas

in vitro.

Palavras-chave: imunomodulagéo, citotoxicidade, citocinas, atividade antimicrobiana.

Introducao

Pesquisas recentes tém demonstrado a importancia das plantas como fontes de
produtos biologicamente ativos devido a grande diversidade molecular e as
propriedades terapéuticas em processos inflamatoérios e infecciosos. (Anyanwu, et al.,
2017; Awad; Awaad, 2017). Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard, conhecida
como Tanimbuca ou Mirindiba, € uma arvore neotropical amplamente utilizada como
agente etnomedicinal por comunidades da regido semiarida e incluindo grupos
indigenas (Agra et al., 2007; Agra et al., 2008; Oliveira et al., 2012). Popularmente essa
planta é utilizada como expectorante, antitussigeno, contra diarreia, ma digestdo e
como tonico contra fraqueza (Agra et al., 2007).

Poucos trabalhos foram publicados com o género Buchenavia, entretanto,
pesquisas com B. tomentosa e B. tetraphylla mostraram atividade antimicrobiana
promovida pelos extratos e fragdes dessa planta contra bactérias Gram-negativas,
Gram-positivas e fungos (Oliveira et al., 2012; Teodoro et al., 2015; Cavalcanti et al.,
2017). Além disso, extratos organicos da folha de B. capitate mostraram efeito
citoprotetor contra o HIV em cultura humana de células linfoblastoides (CEM-SS) e
estudos recentes do nosso grupo demonstraram a atividade antimicrobiana promovida
por diferentes extratos organicos de B. tetraphylla (Beutler et al., 1992; Cavalcanti, et
al., 2017).

Ao longo dos ultimos anos cresceu o interesse sobre compostos obtidos de
plantas sobretudo aqueles que séo ativos contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas multirresistentes, devido a sua diversidade molecular (Anyanwu; Okoye, 2017,
Barbieri et al., 2017). Diversas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de
comprovar e determinar a ampla variedade das atividades antimicrobianas de
compostos bioativos isolados de plantas ou de extratos vegetais onde esses
metabolitos podem apresentar efeito sinérgico (Sakkas; Papadopoulou, 2016;
Slobodnikova et al, 2016).
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Nesse sentido, este estudo objetivou avaliar o potencial antimicrobiano contra
isolados clinicos de Escherichia coli e o perfil citotoxico e imunomodulador da fracédo
metanolica de B. tetraphylla com o intuito de contribuir com informagfes cientificas
sobre a sua eficacia terapéutica.

Materiais e métodos

Material botanico e obtencado da fracdo metandlica

Folhas de Buchenavia tetraphylla foram coletadas no periodo de novembro de
2013, no Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil). Elas foram submetidas
a secagem em estufa de circulagdo de ar e a herborizagdo, sendo uma exsicata
devidamente identificada e depositada no Herbario do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) como espécime-testemunho de nimero 84.104 (Cavalcanti et al.,
2017). Apos desidratado o material foi triturado em um moinho de facas Macsalab mil
(Model 200 LAB) e o0 p6 armazenado em potes escuros até a utilizacdo. Primeiramente
foi realizada uma extracdo com hexano (100 mL) sob agitacdo constante de 125 rpm
durante um periodo de 72 horas até o esgotamento. O material foi filtrado e a parte
liquida concentrada em rotaevaporador, sendo o residuo submetido a novas extracoes,
seguindo um gradiente de polaridade, com os solventes cloroférmio, acetato de etila e
metanol. Ap6s a realizacdo do fracionamento, a fracdo metandlica (BtMeOH) foi

armazenado em freezer a 4°C para posterior utilizacao.

Analise fitoquimica da fracdo BtMeOH

A fracdo BtMeOH foi submetida a analises de cromatografia em camada delgada
para deteccdo qualitativa de algumas classes de metabolitos secundéarios. Apos a
preparacao da amostra e dos padroes, eles foram aplicados de forma semiautomatica
com Linomat 5 da CAMAG®, e o auxilio do software WinCats® em placas
cromatograficas de silica gel 60 - Fa2sa (Merck®, Germany). As placas foram
desenvolvidas em cubas cromatogréaficas (Camag®, 10 x 10 cm) ap6és saturacdo com a
fase movel. A cuba foi saturada durante 30 minutos, aproximadamente, a temperatura
ambiente. O volume de aplicacdo da amostra foi de 25 pL e de 7 L para as substancias

padrdes (tabela 1). As bandas foram aplicadas com largura de 10 mm e com distancia
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entre elas e das bordas das placas de 5 mm. O comprimento da placa foide 10cm e a
largura variou de acordo com a quantidade de amostras aplicadas. Apos a eluicdo as
placas foram secas em temperatura ambiente e foram observadas sob luz UV a 254 e
365 nm e em seguida foram submetidas a derivatizacdo de acordo com a classe de

metabolito a ser analisada.

Quadro 1 - Parametros utilizados para analise da fracdo BtMeOH em Cromatografia
de Camada Delgada

Classe de Sistema
metabdlito Substancia Padréo eluente Reagente revelador Referéncia
secundério (VIV)

Acido cafeico e
Derivados cindmicos Acido clorogénico

Acetato de Wagner; Bladt,
. . . et@a:qc@o NEU + PEG 5% etandlico 1996 .
Flavonoides Quercetina e rutina férmico: Brasseur;
p + UV 365 nm
agua Angenot, 1986
) (90:5:5)
Taninos hidrolisaveis Aqld_o elag|_co € Stiasy, 1912
Acido gélico
Taninos Vanilina cloridrica Roberts etal.,
Catequina 1957
condensados
Tolueno:éter
(saturado Wagner; Bladt,
. . com 10% de  Hidroxido de Potassio 1996
Cumarinas Cumarina L
acido 10% em etanol
acético) de
1.1

NEU= Acido etilborilamino éster, PEG=Polietilenoglicol 400, UV 365 nm= Luz ultravioleta a 365
nm.

Obtencéao e perfil de resisténcia das linhagens utilizadas

Foram utilizados microrganismos Escherichia coli susceptiveis pertencentes a
colecdo de Culturas do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA224) e linhagens clinicas recentes obtidas de amostras de urina
através de solicitagBes a diversos Laboratorios de Andlises Clinicas. Para determinagéo
do perfil de resisténcia, as linhagens clinicas foram cultivadas em meio Mueller-Hinton-
agar (MHA) a 37°C por 18 horas. Em seguida, as leveduras foram inoculadas em placas
de Petri com o mesmo meio e colocadas em contato com discos de antibidticos
comercializados. As placas foram incubadas a 37°C e ap6s um periodo de 48 horas de
incubacéo, os halos de inibicdo (IDZ) foram analisados e mensurados conforme
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descrito na tabela 1. Foram utilizados 14 antibiéticos e o perfil de resisténcia a cada um

deles pelas linhagens obtidas pode ser observado na tabela 2.

Tabela 1 - Interpretacéo dos valores de IDZ (mm) para as linhagens de Escherichia coli
obtidas de isolados clinicos (CLSI, 2017).

Caédigo Drogas Sensivel (S)  Intermediaria (I)  Resistente (R)
1 Ampicilina 17 14-16 13
2 Acido nalidixico 19 14-18 13
3 Nitrofurantoina 17 15-16 14
4 Tetraciclina 14 15-18 19
5 Amicacina 17 15-16 14
6 Gentamicina 15 13-14 12
7 Imipenem 16 14-15 13
8 Cefepime 14 15-17 18
9 Ceftazidima 18 15-17 14
10 Amoxilina + 18 14-17 13

Clavulanato
11 Cefotaxima 23 15-22 14
12 Cefoxitina 14 15-17 18
13 Cefalotina 18 15-17 14
14 Ciprofloxacina 17 14-16 13

Fonte: o autor (2017).

O indice de resisténcia multipla a antibiéticos (MAR) foi calculado como descrito
anteriormente por Krumperman (1983), utilizando a féormula MAR= x/y, onde X' € 0
namero de antibidticos aos quais o isolado demonstrou resisténcia e 'y' € o numero total

de antibioticos testados.
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Tabela 1 - Perfil de suscetibilidade das linhagens obtidas de E. coli aos antibidticos
padréo.

Cdédigo das Drogas
6 7 8 9 10 11 12 13 14
R S R S | S

I S

Isolados clinicos

BO1
B02
BO3
B04
BOS
BO6
BO7
BO8
B0O9
B10
B11
B12
B13
B14
B15

Fonte: O autor (2017).
S: sensivel ao antibiotico testado; R: resistente ao antibiético testado; I: resposta intermediaria.
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1 - Ampicilina 2 - Acido nalidixico 3 - Nitrofurantoina 4 - Tetraciclina 5 - Amicacina
6 - Gentamicina 7 - Imipenem 8 - Cefepime 9 - Ceftazidima 10 - Amoxil+ Clavul
11- Cefotaxima 12 - Cefoxitina 13 - Cefalotina 14 - Ciprofloxacina

A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) foi determinada pelo método de
microdiluicdo (CLSI, 2017). Foram preparadas diluicbes em série da fracdo metandlica
em duplicata em Mueller-Hinton-agar (MHA) e adicionados 10 pyL de suspensao das
bactérias (aproximadamente 1,5 x 108 UFC / mL). As microplacas foram incubadas por
24 horas a 37 °C. A solugéo de resazurina (0,01%) foi utilizada como indicador pela
visualizacdo de mudanca de cor: qualquer mudanca de cor de parpura para rosa foi
registrada como crescimento bacteriano. A concentracdo mais baixa a qual ndo ocorreu
alteracdo de cor foi tomada como CMI. Posteriormente, as culturas foram semeadas
em placas SDA e incubadas por 48 h a 37 °C para determinar a Concentracdo Minima
Bactericida (CMB).
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Avaliacao das alteracdes ultraestruturais em E. coli promovidas pela fracdo BtMeOH

As linhagens com melhores resultados para o teste do CMI foram selecionadas
para avaliacdo das alteragcbes morfoldgicas induzidas pela fracdo metandlica. Uma
amostra de 100 pL de cultura diluida de E. coli overnight (aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL) foi adicionada a 1 mL de meio de cultura e misturado com BtMeOH (MIC e 2x
MIC). Apoés incubacéo (12 h ou 24h a 30 ° C) as células foram fixadas (glutaraldeido a
2,5% paraformaldeido a 4% em tampao de fosfato 0,1 mol/L, pH 7,2), p6s-fixadas
(tetroxido de 6ésmio a 1% ferricianeto de potassio a 0,8%/L de CaCl2 em tampéao de
cacodilato 0,1 mmol/L), desidratadas (séries de acetona graduadas) e incorporadas
utilizando um kit de meio embebido de epdxido (Fluka, Suica). Em seguida, as células
de E. coli foram colocadas para aderir a uma lamela revestida com poli-L-lisina durante
5 minutos a temperatura ambiente. As células foram desidratadas (etanol graduado),
secas ao ponto critico, ligadas a esbo¢cos de montagem de aluminio, revestidas por
pulverizagdo com 20 nmol/L de ouro e obtidas por imagem com uma Quanta 200 F
(FEI) segundo Silva et al. (2013).

Obtencao dos esplendcitos murinos para os testes de citotoxicidade e imunomodulacéo

Animais

Camundongos Balb/C (cinco fémeas, 6-8 semanas de idade) foram criadas e
mantidas no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA localizado
na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os animais foram mantidos em
condi¢cbes padrao de laboratério (20-22 ° C e 12 horas de ciclo claro/escuro) com
acesso livre a racdo (Labina / Purina, Campinas, Brasil) e 4gua. Os animais foram
mantidos de acordo com as normas internacionais do Conselho de Laboratério de
Animais Experimentais (ICLAS) e os experimentos foram realizados de acordo com as
normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacédo Animal (COBEA) e pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE), sob protocolo de nimero 0049/2016.
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Obtencao dos esplendcitos de camundongos

Este procedimento foi realizado segundo Melo et al. (2011). Apos a morte dos
animais com gas CO2, o baco de cada camundongo foi removido assepticamente e
colocado num tubo Falcon contendo RPMI 1640 com soro fetal bovino (meio completo).
Num fluxo vertical, cada baco foi transferido para uma placa de Petri onde foram
macerados. As suspensodes celulares obtidas de cada baco foram transferidas para
tubos Falcon contendo aproximadamente 10 ml de meio incompleto. Os homogenatos
de baco foram sobrepostos numa camada Ficoll-PaqueTM PLUS, com a densidade
ajustada para 1,076 g/mL e centrifugada a 1000 x g a temperatura ambiente durante 25
min. A camada de células da interface contendo células imunitarias foi recuperada por
pipeta Pasteur, lavada duas vezes em solucéo salina tamponada fosfatada (PBS 1X) e
centrifugada duas vezes a 500 g x durante 10 min. As células foram contadas em
camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada pelo método de excluséo

de azul de tripan. As células foram utilizadas apenas quando a viabilidade foi > 98%.

Andlise da viabilidade celular com anexina V-FITC e iodeto de propideo-PE

Os esplendcitos dos camundongos (10 células) foram cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementado de 10% de soro fetal bovino e antibiéticos (penicilina e
streptomicina) e tratadas com a fracdo BtMeOH nas concentra¢cfes de 100, 50, 25, 10
e 5 pg/mL. As células foram incubadas em placas de 24 pocos durante 24 horas para
analisar da citotoxicidade da fracdo frente as células. As células cultivadas apenas em
meio RPMI 1640 foram utilizadas como controle negativo. Em seguida, os linfocitos
foram centrifugados em temperatura ambiente, 450 x g durante 10 minutos. ApGs o
descarte do sobrenadante, adicionou-se ao precipitado 1 ml de PBS 1X. Este foi
novamente centrifugado em temperatura ambiente, 450 g x durante 10 minutos. Apés
o descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em solucdo tampéo
(10mM de HEPES pH 7.4, 150mM de NaCl, 5mM de KCI, 1mMde MgCI2 e1.8mM de
CaCl2), foram adicionadas aos tubo de citometria e marcadas com Anexina V
conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:500) e iodeto de propidio (PI, 20
Mg / mL) conjugado ao PE. A citometria de fluxo foi realizada em um FACS Calibur
(Becton Dickinson Biosciences) e analisada utilizando o software CELL QUEST PRO

(Becton Dickinson). A andlise de resultados foi realizada em Histogramas. Células que
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apresentaram Anexina positiva e Pl negativa foram consideradas apoptoticas, células
que apresentaram Anexina negativa e Pl positiva foram consideradas necroticas e

células que apresentaram ambos os parametros negativos foram consideradas viaveis.

Producdo de citocinas em sobrenadantes de culturas de esplenécitos tratados com
BtMeOH pelo método CBA

Os esplendcitos foram cultivados em placas de 24 pocos com densidade de 10°
células/poco com uma concentracédo de BtMeOH ndo citotoxica para as células, ou seja,
10pg/mL. Apos 24 e 48 horas de cultura, os sobrenadantes foram coletados para
dosagem de citocinas e o6xido nitrico. A dosagem de citocinas Thl e Th2 nos
sobrenadantes de cultura coletados foi determinada através da técnica de Cytometric
Bead Array System (CBA). A CBA foi utilizada para a mensuracdo quantitativa das
citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17, conforme recomendado pelo
fabricante nos sobrenadantes das células tratadas. Resumidamente, esta técnica
emprega uma mistura de 5 esferas de poliestireno, com diferentes intensidades de
fluorescéncia, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas a serem
detectadas no canal FL-2. Desta forma, 50 ul da mistura de esferas de captura,
marcadas com os anticorpos anti-TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17 foi
adicionada em cada tubo. Em seguida foram adicionados 50 ul do sobrenadante de
cultura e do reagente Human Chemokine PE Detection em todos os tubos. Apds essa
etapa as amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Em seguida, 1 ml da solucéo tampéo (Wash Buffer) foi adicionado e os tubos foram
centrifugados a 200 g por 5 min. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado,
restando aproximadamente 100 pl em cada tubo, onde foram adicionados 300 ul da
mesma solucao tampao (Wash Buffer) para ressuspender as esferas e posterior leitura

das amostras no citbmetro de fluxo, no software CellQuestPro (Beckton Dickson).

Andalise da liberagcédo de Oxido nitrico

Os sobrenadantes obtidos segundo o item 2.5.4 foram também utilizados para
investigar a liberacao de nitrito pelas células imunes apds estimulacdo com BtMeOH.
Os sobrenadantes foram submetidos a testes colorimétricos de Griess (Ding et al.,

1988). A concentracdo de oOxido nitrico foi estimada pela curva padrédo (3,12-100
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pmol/mL) e a leitura foi realizada em microplaca de 96 pogos e em espectrofotdmetro
(Thermo Scientific Multiskan FC, Waltham-USA) em 595nm.

Analise estatistica

Todos os testes antimicrobianos foram realizados em quadruplicata e os dados
foram expressos como média + desvio padrdo. O indice de correlagéo foi calculado
usando o coeficiente de Pearson (p). As analises estatisticas da imunomodulag&o foram
realizadas usando-se uma avaliacdo prévia das amostras pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, para avaliacdo da linearidade da curva Gaussiana (normalidade estatistica) e
para a comparacéo entre grupos foi utilizado o teste de Wilcoxon. Todos os resultados
foram expressos como MédiatDesvio padrdo e as diferencas foram consideradas

significativas para p<0,05.
Resultados
Analise quimica por cromatografia em camada delgada
Os resultados das andlises fitoquimicas da fracdo metandlica de B. tetraphylla
mostraram a presenca de flavonoides como rutina e quercetina, e o acido elagico

representou a classe dos taninos hidrolisaveis (Tabela 3).

Tabela 2 - Analise fitoquimica da fracdo metandlica de B. tetraphylla.

Metabolitos analisados Substéancias padrao BtMeOH

Derivados cinamicos Acido cafeico -
Acido clorogénico -
Flavonoides Quercetina +
Rutina +
Acido elagico +
Taninos hidrolisaveis

Acido gélico -
Taninos condensados Catequina -
Cumarinas Cumarina -

Fonte: o autor (2017).
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Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB)

A fracdo metandlica de B. tetraphylla apresentou melhor atividade antimicrobiana
contra as linhagens B02, BO4, B14, B15, UFPEDA224 e a linhagem resistente B09. Os
valores de CMI variaram entre 1250 pg/mL para linhagens B15 e UFPEDA224 até 2500
Mg/mL para as linhagens B02, B04, B0O9 e B014 (Tabela 4). Para o CMB todas as
linhagens sé foram sensiveis a uma concentragdo maior que 5000 pg/mL, com excec¢ao
da UFPEDA224, que apresentou CMB igual a 5000 ug/mL. Para a cepa susceptivel
UFPEDAZ24, foi encontrada uma razdo CMB/CMI igual a 4. Nao houve correlacéo entre
o indice de MAR e o CMlI, indicando que os valores encontrados ndo estéo relacionados

a resisténcia bacteriana (p=-0,16).

Tabela 3 - Perfil da atividade antimicrobiana promovida por BtMeOH

E. coli BtMeOH
Indice de
MAR CMI CMB
BO2 0,21 2500 >5000
B04 0,42 2500 >5000
B06 0 5000 >5000
B09 0,5 2500 >5000
B10 0 5000 >5000
B12 0,07 5000 >5000
B13 0,42 5000 >5000
B14 0,07 2500 >5000
B15 0 1250 >5000
UFPEDA224 0 1250 5000
MEDIA CMI 3250 +1581
MEDIA CMB 5000 + 0

Fonte: O autor (2017). CMI e CMB estdo expressos em pg/mL. indice de MAR: indice de
multipla resisténcia a antibiético. UFPEDA: Colecao de microrganismos do departamento de
antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco.

Danos ultraestruturais promovidos em E. coli pela fragdo BTMEOH

A avaliacao das alteracdes morfologicas induzidas pela fracdo BtMeOH em E.coli
foram realizadas por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV). Como
esperado, células ndo tratadas apresentaram morfologia bacilar tipica preservada e
superficie celular intacta (Figura 1A). Em contraste, as bactérias tratadas com BtMeOH

nas concentracées observadas no CMI (tabela 5) exibiram diversas alteracoes
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morfologicas incluindo, superficie celular com rugosidade, mdltiplas depressbes e
cicatrizes na parede celular (ver setas brancas nas figuras 1B e 1C). Em alguns casos,
ocorreu reducdo do tamanho e perda da morfologia tipica de bacilo (asteriscos nas
figuras 1B e 1C), além de crenacao (seta vazia na figura D).

Figura 1 - AlteracBes morfoldgicas induzidas pela fracdo metandlica de B. tetraphylla
em Escherichia coli.

Fonte: O autor (2017). Linhagens B15 e UFPEDA224. (A) Aspectos ultraestruturais das células de E. coli
controle. (B, C e D) E. coli tratada com BtMeOH (1250 ug/mL). Setas brancas = altera¢c6es na parede
celular como depressfes e cicatrizes (1A e 1C); Asteriscos = alteracbes no tamanho e perda da
morfologia celular (1A e 1C); Seta sem preenchimento = crenac¢éao celular (1D).

Investigacdo do perfil citotoxico e imunomodulador de BtMeOH frente a esplendcitos

murinos

A fracdo metandlica de Buchenavia tetraphylla (BtMeOH) foi usada em culturas
de esplendcitos de camundongos para avaliar o seu potencial citotoxico e
imunomodulador. Inicialmente, investigamos a atividade citotoxica promovida por

BtMeOH contra esplendcitos de camundongos e a concentracdo de seguranca para
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experimentacao in vitro que pode ser utilizada € abaixo de 25 pg/mL como ilustrado na

Figura 2. Nessa concentracdo BtMeOH ndo promoveu nem necrose nem apoptose.

Figura 2 - Efeitos de BtMeOH sobre a viabilidade de esplendcitos murinos.
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Fonte: O autor (2017). Na concentracdo abaixo de 25pg/mL BtMeOH pode ser usado de forma segura
em culturas celulares. Controle representa células cultivas apenas em RPMI. As barras verticais
representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. #P <0,05.

Foram analisadas a producéo de citocinas e de 6xido nitrico por esplendcitos de
camundongos tratados, in vitro, com 10 pg/mL de BtMeOH em 24 e 48 horas de ensaio.
Os resultados revelaram que IL-4, IL-10, IFN-y e IL-17 foram produzidas em baixas
concentracdes e ndo apresentaram resultados significativos em relacao ao controle. No
entanto, houve uma producéao significativa de TNF-a em ambos os tempos de culturas

(Figura 3) e maior producao de IL-2 e IL-6 em 48 horas de ensaio (Figura 4A e B).

Figura 3 - Perfil da producéo da citocina TNF-a promovido por BtMeOH em culturas de
esplendcitos murinos em 24 e 48 horas de incubacao.

159 ; | Control
i M Bt\MeOH
=5 :
g 10+ 4 4
E :
k=
:
Z 59
-
O L | L ]
: 24h : ' 48h '

Fonte: O autor (2017). As barras cinzas representam a cultura controle (células + meio) e as barras pretas
representam culturas tratadas com BtMeOH em 10 pg/mL. Foram observados resultados significativos
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na producdo de TNF-a tanto em 24 como em 48 horas de ensaio. As barras verticais representam trés
experimentos independentes realizados em triplicata. #P< 0.05.

Figura 4 - Perfil de producéo das citocinas IL-2 e IL-6 promovido por BtMeOH em cultura
de esplendcitos murinos em 24 e 48 horas de incubacéo.
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Fonte: O autor (2017). As barras cinzas representam a cultura controle (células + meio) e as barras pretas
representam culturas tratadas com BtMeOH em 10 pg/mL. Resultados significativos foram observados
para ambas as citocinas em 48 horas de incubagdo. As barras horizontais representam dois
experimentos independentes realizados em triplicata. #P< 0.05.

A producao de 6xido nitrico também foi mensurada pelo método de Griess em
sobrenadantes de cultura de esplendcitos tratados com BtMeOH em 10 pg/mL. Os
resultados mostraram que BtMeOH foi incapaz de induzir a producao significativa deste
mediador quimico por esplenécitos de camundongos em ambos o0s tempos de

incubacéao.

Discussao e conclusao

Poucas pesquisas foram realizadas com a planta Buchenavia tetraphylla e a
maioria dos trabalhos publicados estdo associados com sua utilizacdo etnobotéanica
(Agraetal., 2007; Agra et al., 2008; Oliveira et al., 2012). No entanto, inUmeras fun¢des
tem sido atribuidas a representantes da familia Combretaceae como efeitos inibitorios
sobre a proliferacdo das células de leucemia promielocitica (HL-60) e leucemia
eritromioelastéide humana (K562) (Gossan et al., 2016), inibicAo da resisténcia a
multirresisténcia de microorganismos (Rao; Satish, 2016), cicatrizacdo de feridas
(Kisseih et al., 2015) e atividade neuroprotetora contra isquemia cerebral e reperfusao

(Yaidikar e Thakur, 2015). Neste estudo investigamos se Buchenavia tetraphylla era
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capaz de inibir o crescimento de linhagens de Escherichia coli e se promoveria
imunomodulagcédo em culturas de esplendcitos de camundongos.

Nas nossas analises fitoquimicas de polifenois revelaram a presenca de
flavonoides e taninos hidrolisdveis como acido elagico, corroborando com dados
anteriormente publicados onde detectou-se a presenca de flavonoides e taninos
hidrolisaveis na fracdo metandlica das folhas de B. tetraphylla (Cavalcanti et al., 2017).
Vérios trabalhos tém correlacionado a presenca de polifendis e outros metabdlitos
secundarios em extratos de plantas da familia Combretaceae com atividades
antimicrobianas (Li et al. 2002).

Compostos isolados do extrato aquoso de Buchenavia tomentosa como acido
gélico e &cido elagico mostraram ser importantes inibidores de Candida spp (Teodoro
et al. 2015). Cavalcanti e colaboradores (2017) demonstraram a atividade fungicida de
B. tetraphylla contra isolados clinicos de C. Albicans, incluindo linhagens resistentes,
com CMI variando de 156 pg/mL a 2500 pg/mL e CMM de 1250 a 2500 ug/mL para a
fracdo metandlica.Triterpenos isolados de raizes de Combretum racemosum como
acido termindlico e acido ursolico apresentaram atividade anti-E.coli significativa, com
valores para CMI de 128 e 256 pg/mL respectivamente (Gossan et al., 2016).

Em nossas investigacoes, a fracdo BtMeOH inibiu o crescimento da maioria das
cepas de E. coli apresentando CMI de 1250-5000 pg/mL. Por outro lado, a BtMeOH
apresentou fraca atividade bactericida, com valores de CMB acima de 5000 pg/mL. A
razao entre o CMB/CMI encontrada para a maioria das linhagens foi igual ou superior
a 4, sugerindo que a fracao € bacteriostatica (Djimeli et al., 2017; Schallenberger et al.,
2010). A atividade bacteriostatica de plantas tem sido correlacionada com a presenca
de taninos e a prevencao de formacgéao de biofilme bacteriano (Trentin et a., 2013). Em
estudo semelhante, Alchornea cordifolia foi avaliada frente a E. coli, apresentando
valores semelhantes aos nossos achados, de 1500 pg/mL para o CMI e >6000 pg/mL
para o CMB (Djimeli et al., 2017). Amparo et al (2017) testaram o extrato etandlico bruto
e fracdes de Protium spruceanum frente a 19 bactérias patogénicas, sendo a fracéao de
acetato de etila considerada a mais ativa, com menor concentragao bactericida minima,
variando de 0,3 a 80 mg/mL.

E. coli € um bacilo gram-negativo presente na microbiota normal da maioria dos
animais, entretanto algumas cepas multirresistentes apresentam importancia clinica
(Chantemesse, 2017). Dentre as infec¢des transmitidas por E. coli estdo as do trato

urinario (Sorl6zano-Puerto A, 2017; Stojanovic; Milosevic, 2010; Lopes, 2012), as



58

hospitalares de alta morbidade e mortalidade, além das infeccdes transmitidas por via
oral-fecal (Santos 2009; Aires 2017).

Aplicagéo da técnica de Microscopia Eletronica de Varredura tem sido utilizada
como ferramenta util para as analises de células microbianas, pois as alteracdes
morfolégicas decorrentes do contato com compostos bioativos podem direcionar
esclarecimentos a respeito de seus mecanismos de acdo (Susan; Tanya, 2008). A
andlise ultraestrutural mostrou que as células de E. coli (B15 e UFPE224) tratadas com
BtMeOH (CMI=1250 ug/mL) apresentaram alteracdes morfolégicas, além de crenacao,
gue é perda excessiva de volume citosdlico, muitas vezes acompanhada de morte
celular.

A andlise citotéxica de BtMeOH demonstrou que este composto pode ser
utilizado com seguranga em culturas celulares murinas em uma concentragao abaixo
de 25 pg/mL sendo eficaz na indugdo de imunomodulagdo nessas células. Outros
estudos corroboram com nosso resultado. Lacouth-Silva et al. (2015) utilizando um
composto isolado de Combretum leprosum ndo apresentou efeito citotdxico contra
células mononucleares de sangue periférico humano em concentracao entre 0,3 e 1,5
Mg/mL em 24 horas de ensaio. Kapoor e colaboradores (2015) utilizando extrato de
casca de Terminalia arjuna contra linhagem celular de macréfagos humanos mostrou
que houve imunomodulacdo e que a maxima expressao de citocinas foi observada
somente as 24 h em culturas com 10 pg/mL da fragao.

O perfil de citocinas produzido pelos esplendcitos cultivados com BtMeOH
mostrou uma grande possibilidade de a fracdo ser eficaz na cicatrizacdo de feridas,
uma vez que TNFa e IL-6 sdo as principais citocinas indutoras do reparo e depdésito de
coldgeno durante uma lesdo cutdnea ou muscular. Além disso, a liberacdo né&o
significativa de o6xido nitrico associada a baixa producdo do IFN-y sdo promissores na
ndo exacerbacgdo do processo inflamatério e acumulo de radicais superéxido (Melo et
al., 2010). Ralf et al. (2016) mostraram resultados muito semelhantes em comparacéo
com 0 nosso estudo. Estes autores usando o extrato hexanico de folhas de Critonia
aromatisans contra macrofagos peritoneais de camundongos NIH machos mostraram
maior producédo de TNF-a e IL-6 e redugao da quantidade de NO.

Schepetkin et al. (2013), utilizando polissacaridos acidos isolados de Combretum
racemosum, observaram nos seus resultados que o TNF-a e a IL-6 foram produzidos
em concentracfes mais elevadas por células mononucleares de sangue periférico

humano cultivadas com os polissacarideos. Ghareeb et al. (2016) investigando um
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modelo de vacina terapéutica baseado no enriquecimento in vivo de células dendriticas,
utilizaram o extrato bruto etandlico de Berberis vulgaris e observaram uma liberacéo
mais baixa de IL-4 e IL-10. Além disso, Paik et al. (2016) usaram culturas de
esplendcitos de camundongos tratados com extrato de tubérculos de batata, ricos em
inibidor de serina protease, e observaram que foram produzidos niveis substanciais de
TNF-a e IL-4 enquanto os niveis de IL-10 diminuiram.

Apesar da fracdo metandlica de B. tetraphylla ser uma grande fonte de agentes
antimicrobianos, o efeito bactericida contra as linhagens de E. coli testadas so foi
observado em altas concentracdes. BtMeOH apresentou atividade inibitéria, sendo um
possivel agente bacteriostatico. Além disso, a fracdo foi eficaz em induzir
imunomodulacdo em esplendcitos murinos, promovendo a producdo de citocinas
importantes no processo cicatricial. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a
fracdo metandlica de B. tetraphylla deve ser utilizada em testes futuros que comprovem
sua eficacia no reparo de lesbes desde a fase inflamatéria até a prevencdo da

contaminacgao microbiolégica da ferida.
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Resumo

Buchenavia tetraphylla € uma arvore relatada como etnomedicinal por
comunidades da regido semidrida, utilizada como expectorante, antitussigena, contra
diarreia, ma digestdo e como tdnico contra fraqueza. Estudos com B. tetraphylla
mostraram atividade antimicrobiana promovida pelos seus extratos e fracdes, néo ha,
porém, informacgdes acerca da sua toxicidade. A utilizacdo de produtos vegetais deve
estar sempre alicercada em informacdes sobre a composicdo quimica e seguranca de
uso, pois podem ser potencialmente téxicos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a toxicidade oral aguda, o potencial genotéxico e mutagénico in vivo e in vitro
e anti-mutagénico da fracdo metandlica de B. tetraphylla (BtMeOH). Para os testes in
vivo, a fracdo foi administrado por via oral na dose de 2000 mg/kg em camundongos
swiss albinos. Os animais foram observados durante 14 dias apds administracdo para
avaliacao da toxicidade oral aguda. A genotoxicidade e mutagenicidade in vivo foram
avaliados através do ensaio cometa e teste do micronucleo respectivamente apés 48
horas da administracdo da fracdo. O potencial mutagénico in vitro foi realizado pelo
teste de Ames. BtMeOH néao induziu alteracdes significativas nas analises de toxicidade
aguda. A fracdondo induziu o aumento da frequéncia ou indice de danos no DNA. O
namero de micronucleos nos eritrocitos dos animais tratados com BtMeOH foi
semelhante ao do grupo controle negativo. Entretanto, na concentracao de 100 mg/mL,
a fragdo BtMeOH apresentou um indice mutagénico (IM) > 2.0 para cepa TA97,
indicando ac¢do mutagénica. JA na concentragdo de 10 mg/mL, BtMeOH néo
demonstrou evidéncia mutagénica para nenhuma das cepas testadas. A fracéo
conseguiu ainda reverter mutacdes induzidas por agentes mutagenos. Esses
resultados indicam que BtMeOH nao foi genotoxico ou mutagénico de maneira
significativa, apresentando poucas alteracdes nas estruturas do DNA analisadas.
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Introducéo

A vegetacdo do semiarido nordestino, em especial a caatinga, compreende
formacdes vegetais altamente ameacgadas, sendo fonte ainda pouco conhecida de
recursos naturais. Nesse ambiente encontram-se representantes da familia
Combretaceae, como a Buchenavia tetraphylla que possui distribuicdo neotropical e no
Brasil ocorre naturalmente no Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (Marquete;
Loiola, 2015). Essa espécie é relatada como etnomedicinal por comunidades da regiéo
semiarida e grupos indigenas (Agra; Freitas; Barbosa-Filho, 2007; Agra et al., 2008;
Oliveira et al., 2012), sendo utilizada como expectorante, antitussigena, contra diarreia,
ma digestao e como ténico contra fraqueza (Agra et al., 2007). Poucos trabalhos foram
publicados com o género Buchenavia, entretanto, pesquisas com B. tomentosa e B.
tetraphylla mostraram atividade antimicrobiana promovida pelos extratos e fracdes
dessa planta contra linhagens, inclusive cepas resistentes de bactérias gram-negativas
e gram-positivas e fungos (Oliveira et al., 2012; Teodoro et al., 2015; Cavalcanti et al.,
2017). Além disso, extratos organicos da folha de B. capitate mostraram efeito
citoprotetor contra o HIV em cultura humana de células linfoblastoides (CEM-SS)
(Beutler et al., 1992). Ha, porém, informacdes cientificas insuficientes a respeito desta
planta.

A utilizacdo de produtos vegetais deve estar alicercada em informacdes sobre a
composi¢cdo quimica e toxicidade, pois tais produtos ndo estdo isentos de efeitos
adversos, podendo ser potencialmente nefrotdxicos, hepatotoxicos, mutagénicos ou
genotoxicos (Oliveira et al.,, 2016). Varios biomarcadores sdo reconhecidos por
agéncias reguladoras internacionais e utilizados para avaliar a seguranca e eficacia de
produtos naturais (Bhagat, 2017). Dentre os ensaios mais utilizados estdo o teste de
mutagenicidade de Ames, o teste do micronucleo (MN), e o ensaio cometa, capazes de
detectar danos importantes no material genético e mutacdes especificas (Matsumoto
et al., 2017).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade oral aguda, o
potencial genotoxico e mutagénico da fragdo metandlica de B. tetraphylla em eritrocitos

policromaticos de camundongos. Verificamos também a sua mutagenicidade em cepas
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recombinantes de Salmonella typhimurium, afim de fornecer informacdes pré-clinicas

iniciais sobre da referida espécie.

Materiais e métodos

Material botanico e obtencéo da fracdo metandlica

Folhas de Buchenavia tetraphylla foram coletadas no periodo de novembro de
2013, no Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil). Elas foram submetidas
a secagem em estufa de circulacdo de ar e a herborizacdo, sendo uma exsicata
devidamente identificada e depositada no Herbario do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) como espécime-testemunho de nimero 84.104. Apds desidratado o
material foi triturado em um moinho de facas Macsalab mil (Model 200 LAB) e o po6
armazenado em potes escuros até a utilizacdo. Primeiramente foi realizada uma
extragdo com hexano (100mL/100g de peso seco) sob agitacdo constante de 125 rpm
durante um periodo de 72 horas até o esgotamento. O material foi filtrado e a parte
liquida concentrada em rotaevaporador, sendo o residuo submetido a novas extracoes,
seguindo um gradiente de polaridade, com os solventes cloroférmio, acetato de etila e
metanol. ApGs a realizacdo do fracionamento, a fracdo metandlica (BtMeOH) foi

armazenada em freezer a 4°C para posterior utilizac&o.

Animais

Foram utilizados camundongos machos ou fémeas swiss albinos, com
aproximadamente oito semanas de idade, pesando em torno de 40g. Durante o
experimento, 0os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno mantidas a
temperatura de 22°C + 2°C, umidade relativa de 50 + 5%, com ciclo de 12 horas
claro/escuro. Os animais receberam agua potavel e racdo a vontade. Todos 0s
procedimentos experimentais obedeceram as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA-UFPE) (protocolo n°® 00049/2016).

Avaliacao da toxicidade oral aguda
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Para a avaliacdo da toxicidade da fracdo BtMeOH foi utilizada a metodologia
recomendada pela Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD,
2001). O método permite a classificacdo do material que estd sendo testado em
diversas classes de toxicidade definidas por valores de corte fixos de DL50 (dose letal
meédia) (Reddy, 2015). O teste de toxicidade aguda consistiu na administracdo da dose
de 2000 mg/kg do produto em estudo por gavagem. Foram utilizados 2 grupos, cada
um contendo trés animais (fémeas), totalizando 6 animais para o experimento. Este
procedimento foi realizado em duplicata. A fracdo MeOH foi solubilizada em NaCl 0,9%
(p/v) e 1% de DMSO e um grupo recebeu apenas o veiculo. Apds a administracao os
animais foram observados continuamente nas primeiras duas horas e depois a cada 24
horas diariamente durante 14 dias, para a verificacdo de qualquer alteracéo
comportamental ou nas atividades fisiolégicas. Os animais foram avaliados pelo
meétodo de screening hipocratico, o qual verifica qualquer comprometimento do animal
como: o estado de consciéncia, disposicao, atividade e coordenacao do sistema motor
e tbnus muscular, atividade do sistema nervoso central e autbnomo do animal.
Também foram observados o consumo de agua, racao e o peso dos 6rgaos apds o
término do periodo de experimentacéo (figado e rim). O sangue dos animais também
foi coletado para verificacdo dos parametros bioquimicos de proteina total, aloumina,
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina
(FA), proteinas totais (PT), albumina (ALB) e ureia, utilizando kits especificos (Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil).

As andlises histoldgicas do figado e rim dos animais do grupo controle e fracao
foram realizadas por microscopia Optica. Fragmentos dos 6érgdos foram fixados em
formalina (10% v/v), em seguida desidratados em solu¢des de etanol em uma série
graduada (70-100%), diafanizadas em xilol e embutidas em parafina. Seccdes
histol6gicas de 5 um foram cortadas em micrétomo, coradas com hematoxilina-eosina
e montadas com lamina de cobertura com resina Entellan (Merk- German). As laminas
foram observadas em microscépio Optico acoplado a uma camera digitam Moticam

1000 1.3 MP (Motic Incorporation Ltd, Causeway Bay, Hong Kong).

Ensaio de genotoxicidade in vivo
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Grupos de camundongos fémeas (n=5) foram tratados com solucédo salina a
0,9% (controle negativo), ciclofosfamida (25 mg/kg via intraperitoneal, controle positivo)
ou BtMeOH (2000 mg/kg por gavagem). Os animais foram anestesiados por uma
combinacado quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10mg/kg) 48 horas apds o tratamento e
seu sangue (1mL) foi coletado por puncao retro-orbital para utilizacdo no ensaio de
genotoxicidade e mutagenicidade.

A atividade genotoxica de BtMeOH foi avaliada utilizando-se o Ensaio Cometa
(EC). Primeiramente, 15 uL do sangue coletado foram homogeneizados com 100 pL de
agarose de baixo ponto de fusédo, sendo a mistura depositada em laminas previamente
preparadas com uma cobertura de agarose padrdo. As laminas foram mantidas a
temperatura 4 °C por 10 minutos. Depois da refrigeracéo, as laminas sem as laminulas
foram submetidas a uma solucéo de lise por um periodo de 48 horas (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Apoés a lise as
laminas foram submetidas a eletroforese em uma cuba horizontal contendo solucao
tampdo alcalino (1M NaOH e 200 mM sal dissédico 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 solucdo de peréxido de
hidrogénio a 200 mM. Apds a eletroforese, as laminas foram neutralizadas durante 15
minutos em tampao Tris- HCI0,4 M, pH 7,5, fixadas por 5 minutos em alcool absoluto.
Para a revelagéo, cada lamina foi corada com 30uL de solugéo de brometo de etidio (O,
0002%, p/v). A avaliacéao foi feita em microscépio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2).
Foram analisados 100 nucleoides por animal, com observacdo da relacdo entre o
comprimento da cauda e o tamanho da cabeca 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). Os valores
obtidos para cada individuo podem variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x 0) a
400 (com dano maximo: 100 células x 4); a este valor damos o0 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)

Outro parametro analisado foi a frequéncia de danos (FD%), que foi calculada

de acordo com a porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 até
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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

Avaliagcao do potencial mutagénico in vivo

O teste do micronucleo em sangue periférico (MN) foi usado para se verificar
0 potencial mutagénico in vivo de BtMeOH (Hayashi et al., 1998). Foram colocados em
duas laminas previamente preparadas com laranja de acridina 10 uyl de amostra de
sangue de cada animal e a presenca de micronucleos foi avaliada utilizando-se um
microscopio de fluorescéncia (OCDE, 2014). Para cada amostra, 2000 eritrocitos

policromaticos foram contados, e uma andlise cega foi realizada por um Unico individuo.

Atividade mutagénica pelo ensaio de Salmonella typhimurium (teste de AMES) e

antimutagenicidade

O ensaio de mutagenicidade foi realizado de acordo com os parametros
estabelecidos no guia OECD Guideline for Testing of Chemical (2014). Foram
realizadas analises com as cepas de Salmonella typhinurium TA97, TA98 e TA102 com
alteracdes nos genes da histidina, tornando-as histidina dependentes. Na presenca de
um agente mutagénico, as colonias podem sofrer novas mutacdes e reverter o quadro
de dependéncia a histidina. As cepas empregadas neste teste incluiram as com (+his9)
e sem metabolizacdo (-his9), com objetivo de selecionar as doses utilizadas nos
ensaios e excluir as concentragcbes que apresentassem citotoxicidade. As
concentragdes utilizadas de BtMeOH foram de 10 e 100 mg/mL. A citotoxicidade foi
detectada a partir da reducéo de colonias revertentes e da auséncia ou diminui¢ao das
colbnias controle. As frac6es BtMeOH foram adicionados a tubos de ensaio junto com
a solucéo de cultura bacteriana de S. thyphimurium TA97, TA98 e TA102, tampao
fosfato (pH 7.4) e 2mL de agar suplementados com 0.5 mM de histidina e biotina. A
adicao do ativador metabdlico S9 foi realizada em um outro ensaio em triplicata, onde

as fracdes BtMeOH foram distribuidas e junto com a solucéo de cultura bacteriana de
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S. thyphimurium TA97, TA98 e TA102, 500uL da solugédo de ativagao metabdlica S9
com concetracdo final de 8% do volume total e 2mL de agar de superficie
suplementados com 0.5 mM de histidina e biotina. As solu¢gdes foram homegeneizadas
e plagueadas em placas de Petri contendo Meio Minimo e incubadas por 48 horas em
estufa de CO2 a uma temperatura de 37°C. DMSO foi usado como controle negativo, o
4-Nitro-o-phenylenediamine (NPD) como controle positivo para TA97-98 e a Mitomicina
C (MMC) como controle positivo para TA102. O teste de antimutagenicidade foi
realizado para resultados negativos no teste de Ames, associado aos mutagénicos
conhecidos ja descritos. O numero de col6nias revertentes por placa foi contabilizado

por meio de contador de coldnias apds o periodo de incubacéo.

Andlise estatistica

Os resultados da toxicidade aguda foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de confianca
de 95%, quando comparados ao grupo controle. Os resultados do MN e EC foram
analisados comparando-se o grupo tratado que recebeu BtMeOH com o grupo controle
negativo pelo teste de Mann-Whitney. Para se verificar a eficiéncia dos testes, os
grupos controle negativo (CN) e positivo (CP) foram comparados entre si pelo também
pelo teste de Mann-Whitney. 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).
Para a andlise do teste de AMES e antimutagenicidade foi utilizado o teste de fisher no

programa R Studio, com nivel de significancia de p < 0,05.

Resultados

Avaliagao da toxicidade oral aguda

Os resultados deste teste estdo representados na tabela 1. Os animais
receberam a dose de 2000 mg/kg de BtMeOH por via oral. Na primeira hora de
observacéo durante o screening hipocratico, logo ap6s a gavagem, 0s animais que
receberam tratamento apresentaram piloerecéo e sonoléncia, entretanto nenhum veio
a Obito em 24 horas. Nao houve nenhuma variacao significativa no peso ou consumo

de 4gua e ragdo em relacdo aos animais do grupo controle durante os 14 dias de
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observacdo. Também nado foram observadas diferencas significativas no peso dos
Orgaos e na aparéncia macroscopica dos mesmos. Os resultados obtidos indicam que

0 produto BtMeOH apresentou baixa toxicidade com DLso estimada em 2500 mg/kg.

Tabela 1 - Evolucéo do peso corporal, consumo de racéo, agua e peso dos 6rgaos (média
+ desvio padrdo), dos animais tratados com a fragdo metandlica de B. tetraphyla em
relacdo ao grupo controle.

Grupos Consumo de Consumo de Peso dos animais Indice dos 6rgéos

racao (g9) agua (mL) Inicial/Final (g)
Figado Rim
BtMeOH 13,7+2,0 15,7+ 4,9 37,8-38,6 1.596 0.344
Controle 155+3,8 19,6 £ 4,7 37,4-36,3 1.696 0.367

Fonte: O autor (2017). Resultados expressos em média * desvio padrao. *p < 0,05. Significativos ap6s
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de
confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle.

Em relacdo aos parametros bioquimicos avaliados, houve diferenca estatistica
quanto aos valores da enzima TGO (AST) dos animais tratados com BtMeOH em
relacdo ao controle. Nenhum outro parametro bioguimico avaliado variou de forma

significativa (tabela 2).

Tabela 2 - Parametros bioquimicos do sangue dos animais tratados por via oral com
BtMeOH durante 14 dias.

Tratamentos Parametros
AST ALT PT UREIA
wn)y  uuy  FAUL) CALB@EAL) gy (mgrdl)
7705+ 5879+ 30,47 + 4,36 +
Controle 4.0 363 10.38 276039 “0Tc° 041006
BtMEOH 120,90+ 127,74+ 3741+
2000 mgkg)  21.99" 38,33 16,17 259+040 434+0,2 0,60+ 0,04

Fonte: O autor (2017). Resultados expressos em média + desvio padrao. *p < 0,05. Significativos apds
andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de
confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle.

Quanto as analises histopatoldgicas, os resultados mostraram que os figados dos
grupos dos animais tratados com BtMeOH na dose de 2000 mg/kg apresentaram
externamente uma delgada capsula composta de tecido conjuntivo fibroso, a capsula
de Glisson, um parénquima bem desenvolvido e com uma malha vascular com vasos

de varios calibres (Fig 1A e 1C). Os hepatoécitos apresentaram morfologia poliédrica,
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nudcleo central, nucléolo proeminente e citoplasma acidéfilo (Fig.1B e 1 D), ndo havendo
diferencas morfolégicas entre o grupo controle e o grupo apds 14 dias do tratamento.

Figura 1 - Analise histolégica da toxicidade do figado 14 dias ap0s tratamento com
BtMeOH 2000mg/kg.

Fonte: O autor (2017). A- Figado do grupo controle apresentando um parénquima (P) bem desenvolvido
e com uma malha vascular com vasos de varios calibres (V). B- Hepat6citos do grupo controle com
morfologia poliédrica, ndcleo central, nucléolo proeminente e citoplasma acidofilo (seta), além da
presenca de vasos. C- Figado do grupo tratado apresentando um parénquima (P) e com vasos de varios
calibres (V). D- Hepatdcitos grupo tratado com morfologia poliédrica, ndcleo central, nucléolo
proeminente e citoplasma acidofilo (seta), além da presenca de vasos.

Nos resultados obtidos observou-se também que os rins de todos 0s grupos
experimentais ndo demonstraram alteracdes morfologicas, apresentando uma regido
cortical bem desenvolvida (Fig 2A) e uma regido medular caracteristica (Fig. 2B). Além
disso, os tubulos renais (Fig 2C) e os glomérulos estavam preservados em todos os

animais analisados (Fig 2D).
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Figura 2 - Analise histolégica da Toxicidade dos rins 14 dias ap6s o tratamento.

Fonte: O autor (2017). A- Rins do grupo controle apresentando uma regido cortical bem desenvolvida
(C). B- Rins do grupo controle apresentando uma regido medular caracteristica (M). C- Rins Tubulos
renais do grupo tratado bem preservados (setas). D- Glomérulos do grupo tratado semelhantes ao grupo
controle (setas).

Avaliagcédo da genotoxicidade e mutagénese in vivo

Como néo houve alta toxicidade na dose de 2000 mg/kg utilizamos tal dose para
os testes de genotoxididade e mutagénese. A figura 1 representa o numero de
micronucleos em eritrocitos policromaticos dos animais dos grupos controle e tratado,
sacrificados apés 48 horas com os tratamentos especificos. Pode ser observado que o
namero de eritrécitos policrométicos de BtMeOH foi semelhante ao controle negativo
(>10), ndo havendo diferenca estatistica significativa entre eles (p >0,05). Dessa forma,
a fracdo BtMeOH nao foi mutagénica. Entretanto, foi significativa a presenca de
microndcleos nos animais tratados com ciclofosfamida (controle positivo).
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Figura 3 - Avaliagdo da mutagenicidade in vivo de BtMeOH (2000 mg/kg b.w. v.0.)
através da frequéncia de micronucleos em eritrécitos policromaticos (MPH) murinos.
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Fonte: O autor (2017). Cada ponto representa um animal (n=5) do grupo. NC: controle negativo. PC:
controle positivo (ciclofosfamida 25 mg/kg b.w. i.p.).

A genotoxicidade in vivo também foi analisada apds 48 horas da administracéao
de BtMeOH, onde verificou-se a frequéncia e indice de dano no DNA. Através dos
resultados obtidos foi observado que ndo houve aumento estatisticamente significativo
da FD ou ID das amostras dos animais tratados com a fragcdo, em relagdo ao controle
negativo (tabela 4). Ja o grupo tratado com ciclofosfamida apresentou aumento dos

danos no DNA, como esperado.

Tabela 3 - Resultados do teste do Ensaio Cometa (EC).

Testes CN BtMeOH CP
ID 53,4 + 3,353 62,4+ 2274 351 + 3,131*
FD 28,4 + 1,520 42,4 + 1,252 100 + O*

Fonte: O autor (2017). Ensaio Cometa em sangue periférico de camundongos tratados com BtMeOH
(2000 mg/kg) através da analise da do indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD). CN: controle
negativo. CP: controle positivo (ciclofosfamida 25 mg/kg b.w. i.p.). Resultados expressos em Média +
Desvio Padréo. * P < 0,05= diferenca significativa com o controle negativo.
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Teste de AMES e antimutagenicidade

Os dados dos teses de mutagenicidade com as cepas mutantes S.
Thyphimurium TA97, 98 e 102 estdo apresentados na tabela 5. Os resultados
mostraram que na concentracdo de 100 mg/mL a fracdo BtMeOH apresentou indice
mutagénico (IM)> 2.0 para TA97, indicando que a fracdo apresentou acdo mutagénica
significativa: BtMeOHioomgmL (-his9) 34,2 + 5,1 (2,0) e (+ his9) 30,0 £ 2,1 (1,4). Na
concentragédo de 10 mg/mL BtMeOH né&o houve evidéncia mutagénica para nenhuma
das cepas testatadas e, portanto, foi avaliado para o teste antimutagénico utilizando as
cepas de S. thyphimurium TA98 e TA102. A fracdo BtMeOHzioomgmt + NPD mostrou
>40% de antimutagenicidade com 462+22 cepas revertantes (42%) para TA98 (-his9),
e BtMeOHiomgm. + MMC apresentou baixa antimutagenicidade com 1284+20
revertantes (15%) para TA102 (-his9).

Discussao e conclusédo

As plantas tém sido utilizadas para fins terapéuticos ha muitos anos e seus
compostos sdo utilizados como modelos para a sintese de muitas drogas no mundo
ocidental (Kim et al., 2017; Rhalp; Helm, 1993). Estudos quimicos acerca do género
Buchenavia apontou a presenca de flavonoides como kaempferol e epicatequina,
protoantocianidinas, leucoantocianidinas, acido quinico, taninos hidrolisiveis como
acido gélico e triterpenos (Oliveira et al., 2012; Teodoro et al., 2015; Cavalcanti et al.,
2017). Em testes fitoquimicos da fracdo metandlica de B. tetraphylla realizados
anteriormente pelo nosso grupo, encontramos polifenois do grupo dos flavonoides
(quercetina) e dos taninos hidrolisaveis (Silva et al., 2017). Esses metabdlitos estao
associados as atividades biolégicas da planta como antimicrobiana frente a bactérias
gram-negativas, gram-positivas e fungos de interesse patogénico (Oliveira et al., 2012;
Cavalcanti et al., 2017).

Apesar das recentes propriedades bioloégicas descobertas e do uso
etnomedicinal desta espécie, ndo ha estudos acerca da sua toxicidade oral ou de outras
espécies do género Buchenavia, sendo esta uma pesquisa pioneira. Entretanto,
trabalhos realizados com a familia Combretaceae mostram que alguns extratos ou

compostos de representantes do grupo apresentam baixam toxicidade. Em anélise da
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toxicidade oral aguda da espécie Conocarpus erectus, todos os animais submetidos a
dose de 2000 mg/kg sobreviveram (Nascimento et al, 2016).

Jayesh e colaboradores (2017) investigaram a toxicidade aguda oral de
Terminalia bellirica e na dose maxima de 2000 mg/kg ndo houve mudancas
significativas no consumo de agua, racdo, no peso corporal, nem alteracdes
histolégicas ou nas func¢des hepatica e renal em relacdo ao grupo controle.

No nosso estudo ndo foram encontradas modificacdes histolégicas no rim ou
figado do grupo tratado com BtMeOH na dose de 2000 mg/kg. Os tecidos renais ndo
apresentaram quaisquer sinais de degeneracdo da cépsula de Bowman, dos
glomérulos, dos tubulos contorcidos proximais ou distais. Também nado foram
encontradas evidéncias de hepatotoxicidade, como vacuolos, lesées ou necrose. Nos
testes para toxicidade oral aguda foram empregados camundongos fémeas, pois estas
vém sendo utilizadas frequentemente para determinacdo da DL50 devido a sua maior
sensibilidade (Jayesh, 2017). A DL50 encontrada neste estudo para a fracdo BtMeOH
segundo as diretrizes estabelecidas pelo guia OECD 423 (OECD, 2001) foi estimada
acima de 2000 mg/kg. O protocolo citado ndo recomenda a realizagao de testes de
toxicidade para a dose de 5000 mg/kg, devido a dificuldade de solubilizacdo e
administracdo, exceto nos casos de necessidade de estudo para garantir a qualidade
da saude humana.

A mutagenicidade in vitro em cepas de S. thyphimurium mostrou que BtMeOH
foi citotdxico na concentracdo de 100 mg/mL para a cepa TA97 (IM>2), enquanto que
em 10 mg/mL o produto foi atoxico para todas as cepas testadas. Um estudo realizado
com o extrato hidroalcoodlico de Terminalia captata, pertencete a familia Combretaceae,
apontou que em baixas concentracdes (13,12 mg/mL) o produto induziu o aumento de
cepas revertentes sem metabolizacdo TA 97 e 100, com indice de mutagenicidade
superior a 2,0 (Mininel et al., 2014). O extrato aguoso de Cecropia pachystachya
aumentou o numero de cepas revertentes TA97 sem ativacdo metabdlica, no entanto,
0 mesmo nao foi mutagénico para as cepas com metabolizacdo (Mendoncga et al.,
2016).
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Tabela 4 - Atividade mutagénica expressa pela média do niumero de revertentes/placa + desvio padrao e indice de mutagenicidade
(IM) induzida por BtMeOH na presenca (+S9) e auséncia (-S9) de ativacdo metabdlica, com as cepas TA97, TA98 e TA102 de
Salmonella typhimurium.

Tratamento

(mg/mL) Mutagenicidade Antimutagenicidade

BtMeOH TA 97 TA 98 TA 102 TA98 TA102

(mg/mL) - his9 + his9 - his9 +his9 - his9 + his9 - his9 +his9 -his9  +his9
119+ 19 34+1,2 390 + 46

10 106 £ 22 (1,3) (1,2) 26+1,5(1,1) (1,4) 398 + 30 (1,0) (1,0) 462+22 103+0,1 1284+20 98+54,32

24+15

100 34,2+5,1 (2,0 30+2,1(1,4) 26+0.3(1,0) (1,0) 384,2+51 (1,1) 390+21 (1,0) - - - -

CP 747+6,4 821+9,2 789+5,1 902+7,4 970+4,9 1019+4,9 - - - -

CN 108+6,4 14049,1 438 20+4 170+6,4 19649,2 - - - -

CN: Controle negativo (DMSO 100 pL/placa). CP: Controle positivo (NPD para TA97-98 e MMC como controle positivo para TA102. CONCENTRACOES).
*p<0,05: diferenca significativa em relagéo ao controle.
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O teste de AMES ¢ utilizado para avaliar se a substancia é capaz de induzir
mutacles genéticas pontuais e especificas, pois cada linhagem é mutada de maneira
diferente no operon da histidina. As cepas TA97 e 98 sao capazes de detectar
mutédgenos que deslocamentos no quadro de leitura do DNA para —C-C-C-C-C-C +1
citosina e para —C-G-C-G-C-G-C-G-, respectivamente. Enquanto que a cepa TA102
detecta agentes indutores de pontes entre as cadeias do DNA e mutacbes por
substituicdo dos pares de bases (Zhanataev et al., 2017). Yun et al (2016) estudaram o
potencial mutagénico de Artemisia capillaris através do teste de Ames utilizando as
cepas TA98, TA100 e TA102, e observou que o extrato aquoso ndo foi mutagénico em
nenhuma das linhagens com e sem metabolizacdo, em concentra¢fes variando de 3,125
a 5 mg/mL.

Quando incubado com agentes mutagénicos especificos, BtMeOH apresentou
percentual de antimutagenicidade de 15% (10mg/mL) para TA102 e 40% (100 mg/mL)
para TA98, ambas sem metabolizacdo. Um estudo realizado com Camellia
sinensis mostrou que em concentra¢cées maiores que 1mg/mL, seu extrato aquoso exibiu
40% de antimutagenicidade em relagéo a cepa TA98 sem metabolizacédo (Charehsaz et
al., 2017).

Mediante os resultados obtidos, podemos concluir que a fracdo metandlica de B.
tetraphylla ndo causou alteracdes significativas de toxicidade quando administrado por
via oral, ndo sendo capaz de induzir danos genéticos ou muta¢cdes em nenhum dos
testes realizados in vivo. B. tetraphylla € uma importante fonte de metabdlitos cuja
bioatividade séo relatados na literatura com frequéncia. Os resultados obtidos neste
estudo contribuem para a determinacgéo da seguranca do uso medicinal das folhas de B.

tetraphylla pela populagéo.
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Resumo

Buchenavia tetraphylla é uma de planta utilizada de forma etnomedicinal por
comunidades da regido semiarida do nordeste brasileiro. Neste trabalho a fracdo
metandlica das folhas de B. tetraphylla (BtMeOH) foi investigada quanto ao seu potencial
anti-hiperglicemiante, anti-glicacdo, seu efeito protetor contra hemdlise e atividade
antioxidade. A avaliacdo da atividade anti-hiperglicémica foi realizada através do teste
de tolerancia oral a glicose (OGTT), sacarose (OSucTT) e amido (OSTT). A anti-glicacdo
foi avaliada através do modelo de co-incubacgéo da fracdo com albumina do soro bovino
e frutose, utilizando marcadores de glicacao avancada (AGES) e precoce (frutosamina).
Adicionalmente, verificamos o potencial antioxidante da fracao e o seu perfil fitoquimico
por HPLC. A administracdo oral de BtMeOH nao influenciou os niveis de glicemia dos
animais apos a sobrecarga de glicose. No entanto, nos testes de OSucTT e OSTT, a
fracdo retardou o pico glicémico dos animais diabéticos de forma semelhante a acarbose.
BtMeOH inibiu a formacédo de produtos da glicacdo em diferentes estagios e exerceu
efeito protetor contra hemolise induzida pela albumina glicada. O perfil quimico apontou
a presenca de flavonoides derivados de quercetina e taninos derivados de acido elagico.
BtMeOH exibiu altas concentragdes de fendis e flavonoides totais e efeitos antioxidantes,
representando uma importante fonte de metabdlitos que podem ser empregados para o
controle da hiperglicemia e complicagcdes do diabetes ocasionadas pelo estresse
oxidativo.

Palavras-chaves: Plantas medicinais; Hiperglicemia; Glicacéo; Estresse Oxidativo;
Flavonoides.

Introducéo

Diabetes mellitus (DM) é termo utilizado para designar um conjunto de desordens
metabdlicas provenientes de alteracfes na secrecdo ou acdo da insulina, que afeta o
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios (Ahmadieh; Ghazal; Azar 2017). De

acordo com a Federacado Internacional de Diabetes (IDF), 415 milhdes de adultos



82

apresentam a doenca no mundo todo e em 2040 642 milhdes de adultos sofrerdo de
diabetes (Ogurtsova et al., 2017).

Essa doenca representa uma preocupacao crescente para a saude publica, tanto devido
a sua rapida expansao, quanto aos custos onerosos associados ao tratamento e controle
(SDB, 2015-2016; Trikkalinou, 2017).

Alteracbes na secrecao e/ou na acdo da insulina impede que a glicose seja
captada normalmente pelos tecidos, podendo levar a um quadro de hiperglicemia
cronica. Essa condicdo intensifica a auto-oxidacdo da glicose, a formacéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e de produtos finais de glicacdo avancada (AGES) (Singh
et al., 2014; Chetyrkin et al., 2011). AGEs moléculas formadas por reacdes nao
enzimaticas entre acucares redutores ou lipideos e residuos de aminoacidos ou acidos
nucleicos (Nunthanawanich et al., 2016; Siddiqui et al., 2016). O excesso de EROS ou
AGES esta relacionado com a progressdo do DM e suas complicacbes, incluindo
neuropatias, nefropatias e retinopatias (Castro, 2011; Chang et al., 2016; Liu et al., 2017).
Nesse sentido, varios estudos tém se empenhado em identificar compostos de origem
natural, como os presentes em plantas medicinais, que exer¢cam efeito sobre a glicemia
e que tenham efeitos antioxidantes (Kumar et al., 2014; Qin et al., 2017; Zao et al., 2017).
Compostos antioxidantes sdo agentes que podem doar &tomos de hidrogénio ou elétrons
aos radicais livres, prevenindo ou inibindo a formacao de espécies reativas, atenuando
0 estresse oxidativo (Moukette et al., 2017).

Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard, conhecida como Tanimbuca, é uma
arvore de porte variavel, com distribuicdo neotropical, pertencente a familia
Combretaceae. E amplamente utilizada por comunidades da regido semiarida (Agra et
al., 2007; Agra et al., 2008; Oliveira et al., 2012) como expectorante, antitussigeno, contra
diarreia, ma digestdo e como ténico contra fraqueza (Agra et al., 2007). Em trabalho
publicado recentemente, a fragdo metandlica de B. tetraphylla mostrou atividade contra
diferentes isolados clinicos de Candida albicans, inclusive linhagens resistentes
(Cavalcanti et al., 2017).

Este estudo objetivou avaliar o potencial anti-hiperglicemiante da fracéo
metandlica de Buchenavia tetraphylla em camundongos swiss albinos diabéticos, bem
como determinar seu perfil antioxidante e os efeitos inibitorios sobre produtos da glicacédo

avancada.
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Materiais e métodos

Material botanico e obtencéo da fracdo metandlica

Folhas de B. tetraphylla foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau em
novembro de 2013, herborizadas e depositadas no Herbario do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) como espécime-testemunho de nimero 84.104. A obtencao da fracéo
metanolica de B. tetraphylla (BtMeOH) foi realizada segundo Cavalcanti e colaboradores
(2017).

Andlise de BtMeOH por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A fragdo BtMeOH foi solubilizada em metanol e filtrada em membrana de 0,22 um
resultado em uma concentracao final de 5mg/mL. Posteriormente a mesma foi analisada
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, através do equipamento Agilent
1260 Infinity com bomba quaternaria e degaseificador (G1311D), injetor automatico
(G1329B), forno de coluna (G1316A), e detector DAD (G4212B). As analises foram
realizadas através de coluna Zorbax SB (C18), 4,6 x 250 mm, com pré-coluna Zorbax ®
(Agilent) SB-C18 5 um e 4,6 x12,5mm, com temperatura de 30 °C. A separacao
cromatografica foi realizada usando a fase moével de gradiente: A (dgua acidificada) e B
(acetonotrila), 95%- 5% (A), 0-30 minutos, com fluxo de 2,4 mL/min. O cromatograma de
trabalho foi em 256 nm com varredura completa em 190-400 nm. Foram utilizados os
compostos padrbées puros (Sigma Aldrich): acido caféico, acido clorogénico, acido p-
cumarico, acido galico, acido elagico, acido trans-ferulico, luteolina, catequina,
quercitina, rutina e geranina. A identificacdo de cada composto foi estabelecida por
tempo de retencéo e comparando o espectro UV dos picos obtidos com os previamente

obtidos pela injecdo dos padrdes puros.

Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos Swiss albinos (30+3g).
Durante o experimento, os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno
mantidas a temperatura de 22°C + 2°C, umidade relativa de 50 + 5%, com ciclo de 12
horas claro/escuro. Os animais receberam agua potavel e racdo ad libitum. Todos os

procedimentos experimentais obedeceram as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
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para Experimentacéo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA-UFPE) (protocolo n°® 00049/2016).

Inducédo do diabetes em camundongos

O diabetes foi induzido nos camundongos através de uma Unica administracao
por via intraperitonial de estreptozotocina (90mg/kg de peso corporal) dissolvida em
tampéo de citrato 0,1 mol/L (pH 4,5), apds 12 horas de jejum. Os animais controle
receberam apenas tampao citrato. Os camundongos que apresentaram glicemia igual ou

superior a 150 mg/dl foram selecionados para o experimento.

Teste de tolerancia oral a glicose (OGTT)

Apos jejum noturno de 16 horas, o teste de tolerancia oral a glicose foi realizado.

Os camundongos foram divididos em 4 grupos:

Grupo 1 (controle): Camundongos normoglicémicos que receberam agua destilada (10
mL/kg).

Grupo 2: Camundongos diabéticos tratados com floridzina (200mg/kg).

Grupo 3: Camundongos diabéticos que receberam agua destilada (10 mL/kg).

Grupo 4: Camundongos diabéticos tratados com BtMeOH (500mg/kg).

Apé6s 10 minutos de cada administracao descrita, todos 0s grupos receberam por
via oral uma dose de 1,5 mg/kg de glicose. Amostras de sangue foram coletas por puncéo
caudal para mensuragcao da glicemia nos tempos 0 (antes da administracdo de cada
tratamento), 30, 60, 90 e 120 minutos depois da administracdo da glicose. O nivel de

glicose foi determinado através glicosimetro (On Call® Plus MedLevensohn).
Teste de tolerancia oral a sucrose (OSucTT)
O OSucTT foi realizado conforme descrito no item anterior, porém para o controle

positivo foi utilizada Acarbose. Sacarose na dose de 4g/kg foi administrado no lugar da

glicose.
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Teste de tolerancia oral ao amido (OSTT)

O OSTT foi realizado conforme descrito no item anterior, porém para o controle
positivo foi utilizada Acarbose. Amido na dose de 3g/kg foi administrado no lugar da

glicose.

Glicagéo in vitro da Albumina de Soro Bovino (BSA)

O ensaio de BSA glicada foi realizado de acordo com Adisakwattana et al (2014).
Resumidamente, 10mg/mL de BSA (0.50mL) foi incubado com 0.46mL de 500mM de
frutose em 100 mM de tampéo-fosfato (pH 7.4), contendo 0,02% de azida sddica e
0,04mL da fracdo/quercetina (concentracao final: 0.05-1mg/mL) a 37°C por 21 dias. A
estimativa de formacédo de AGEs foi realizada usando um espectrofluorimetro. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissao para os diferentes AGEs sao dados no

quadro 1 (adaptado de Awasthi e Saraswathi, 2016).

Quadro 1. Comprimentos de ondas de excitacdo e emissao de diferentes AGEs.

Produtos Finais de Comprimento de Comprimento de
Glicagdo Avancada onda de excitagcdo  onda de emisséo
(AGEs) (nm) (nm) Referéncias
Thornalley e Rabbani,

AGEs total 350 440 2014.
Argipiridina 320 380 Meerwaldt et al., 2005.
Vesperlisine 350 405 Meerwaldt et al., 2005.

o Meerwaldt et al., 2005;
Pentosidina 335 385 Bohlooli et al., 2013.
Crossline 380 440 Bohlooli et al., 2013,

Fonte: O autor (2017).

Inibicdo de Frutosamina

O nivel de frutosamina foi mensurado pelo corante nitroblue-tetrazolium (NBT)
segundo Adisakwattana, Thilavech e Chusak (2014). Resumudamente, BSA glicada (10
ML) foi incubada com 5 mM NBT (90 puL) em 100 mM de tampao carbonato (80 mL de
0.1M-Na2COs3 + 20mL de 0.1M-NaHCO3), pH 10.4 a 37°C por 30 minutos. A absorbancia
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foi regristrada a 530 nm usando espectrofotdmetro. Quercetina foi utilizada como controle
positivo.

Ensaio de protegéo de eritrocitos

A amostra de sangue (1 ml) de voluntéario foi retirada em tubo heparinizado com
prévio consentimento por escrito e todo procedimento foi realizado seguindo diretrizes
éticas. A capacidade de inibicao da fracdo de B. tetraphylla para a hemdlise de eritrécitos
induzida por H202 como radical livre iniciador na presenca de albumina glicada foi
baseada no procedimento de Awasthi e Saraswathi (2015). Resumidamente, amostra de
sangue foi centrifugada (3000 rpm, 15 min) e lavada trés vezes com solucéo de cloreto
de sédio (0,15 M). Os eritrécitos foram ressuspensos em PBS (pH 7,4) e padronizados
numa suspensado a 5% para utilizacdo nos ensaios. Uma aliquota de 100 uL de
suspensao de eritrocitos foi misturada a 100 pL de BSA glicada tratada
(fracdo/quercetina) e nao tratada, em seguida, adicionaram-se 25 pyL de H202 (100 yM
em PBS, pH 7.4) seguindo-se a incubacéo a 37°C durante 1 h. Os eritrocitos foram
tratados com 100 uyM de peroxido de hidrogénio (H202) para obter hemélise completa. A

absorbéancia foi medida a 540 nm.

Ensaio de Sequestro do Radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A eliminacéo do radical 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl pela fragéo foi mensurada
de acordo com Blois (1958). Uma aliquota de 40uL de diferentes concentracfes de fracdo
e padréo foi adicionada a 250 pyL de DPPH em metanol (100 uM) em placa de
microtitulacdo de 96 pogos. Apos incubagao por 25 min em ambiente escuro a 37°C, a
absorbancia foi determinada a 517nm usando leitor de microplaca.

Ensaio de Sequestro do Radical ABTS (2,2- azino-bis-3-etil-benzotiazolina-6-acido

sulfénico)

Solucdo de ABTS foi preparada pela oxidacdo de 5 mL de ABTS (7mM) com 80
uL persulfato de postassio (140mM) durante 12-16 horas a temperatura ambiente no
escuro antes do uso. ABTS (1mL) foi adicionado a tubos contendo 10 uL da fracdo e
mixadas por vortex por 1 min. A absorbancia foi mensurada a 734nm apds 6 min. Trolox

e BHT foram utilizados como padrdes (Re et al., 1999). O percentual de atividade de
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eliminacao do radical foi calculado por comparacdo com os valores de absorbancia do
controle negativo (ndo tratado com a fracao).
Ensaio do Poder Antoxidante de Reducé&o do Ferro (FRAP)

Ensaio de FRAP foi realizado de acordo com o procedimento relatado por Oyaizu
(1986). Resumidamente, diferentes concentracbes da fracdo e padrdo (1mL) foi
misturada com 2,5mL de tampé&o fosfato (0.2M, pH 6.5) e 2,5mL de ferricianeto de
potéssio (1%). Apds incubacao por 30 min a 50°C, 2.5mL de &cido tricloroacético (10%)
foi adicionado a cada tubo e a mistura foi centrifugada a 3500g por 15 min. Em seguida,
o sobrenadante foi recolhido e uma aliquota de 2.5mL foi misturado com 2.5mL de agua
destilada e 0,5mL de FeCl3(0.1%). A absorbancia foi mensurada a 700nm. Trolox foi
utilizado como padrdo. Valor de EC50 corresponde a concentracdo da fracdo que

equivale a absorbancia de 0,5 e foi obtido por anélise de regressao linear.

Inibicdo do Radical Superoxido pelo método de DMSO alcalino

Brevemente, 0.1 mL de solucdo de NBT (1 mg/mL em DMSO) foi adicionado a 0.3
mL da fracdo ou padrdo em DMSO e 1 mL de DMSO alcalino (1 mL de DMSO contendo
0.1 mL de 5mM NaOH em agua), totalizando um volume final de 1,4 mL. A mistura foi
submetida a vortex por 1 min e deixada a temperatura ambiente por 20 min, em seguida
a absorbéancia foi mensurada a 560 nm. Quercetina foi utilizada como padréo referéncia.
(Srinivasan et al., 2007).

Quantificacao de Fenois Totais

O conteudo de fendis totais da fracdo metandlico foi determinado usando reagente
de Folin-Cioucalteu (Awah et al., 2012). Resumidamente, 100 pL da fracao foi misturado
com 750 pL de reagente de Folin-Cioucalteu (diluido em 10 vezes em agua) e deixado
em repouso por 22°C por 5 min, 750 pL de solucdo de Na2COz3(60g/L) foi adicionado a
mistura. Ap6s 90 min, a absorbancia foi mensurada a 725 nm. Acido galico foi utilizado
como padrédo referéncia para curva de calibracdo. O conteudo de fendis totais foi
expresso como miligrama de equivalente de acido galico por grama de peso seco (mg
GAE/ g).
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Quantificacao de flavonoides

O conteddo de flavondides foi determinado de acordo com Awah e colaboradores
(2012). Resumidamente, 100 pL da fragdo em metanol foi misturado com 100 pL
tricloreto de aluminio (20% em metanol) e uma gota de acido acético e depois diluidos
com metanol até 5mL. Apos 30min, a absorbancia foi mensurada a 415nm. Quercetina
foi usada como padréo de referéncia para a curva padrao e o resultado foi expresso
como mg quercetina equivalente por grama de peso seco (mMgQE/Q).

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo. A analise estatistica foi
realizada usando o software Graph Pad Prism 5.0 ®. A diferenga entre os grupos foi
avaliada por andlise de variancia (ANOVA one-way e two-way), seguida pelo teste

Newman-Keuls. O nivel de significancia estabelecido para os testes foi p <0,05.

Resultados

Anélises de BtMeOH EM HPLC

O cromatograma de BtMeOH e padrdes utilizados estdo representados na figura
1. Através de compara¢Bes com a literatura, observamos que a amostra de BtMeOH
apresentou picos semelhantes a metabdlitos do grupo dos elagitaninos, com maximos
de absor¢ao Amax em 218, 260 e 380 nm (picos 1 e 2) em diferentes tempos de retencéo
tr 5,43 e tr 13,09 minutos. O pico 3 representa um espectro correspondente ao acido
elagico, entretanto, com tempo de retencéo (20,03 min) diferente do padréo utilizado (tr
7,09 min) nas mesmas condicbes cromatograficas, sugerindo que o composto em
guestdo € um derivado do &cido elagico. Apesar de os cromatogramas 4, 5 e 6 nao
coincidirem com o mesmo tempo de retencéo dos padrbes de flavonoides utilizados, os

picos obtidos sao caracteristicos de flavonoides contendo grupos quercetinicos.
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Figura 1 - A. Perfil de HPLC da fracdo metandlico das folhas de B. tetraphylla.
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Fonte: O autor (2017). 7 e 10. Espectros correspondentes a derivados de elagitaninos. 19. Espectro
corresponde a derivado de &cido eldgico. 21, 22 e 23. Espectros correspondentes a flavonoides
desconhecidos, caracteristicos do grupo das quercetinas. B. Espectros dos padrBes punicalina
(elagitanino), acido elagico, quercetina, quercetina glicosilada e rutina.

Teste de Tolerancia Oral a Glicose (OGTT)

Os resultados dos niveis de glicemia ap6s sobrecarga de glicose via oral estdo
representados na figura 2. Os animais diabéticos tiveram maior glicemia de jejum (93%)

comparado com o grupo controle.
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Figura 2 - Efeito da fracdo BtMeOH e da floridizina na glicemia durante o teste de
tolerancia oral a glicose (OGTT) em camundongos euglicémicos e diabéticos.
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Fonte: O autor (2017). #p < 0.05 significativo em relagao ao controle (C). Resultados expressos em média
* erro padrdo da média *p < 0.05 significativo em relacéo ao animal diabético (D).

AplOs a sobrecarga de glicose os animais diabéticos tratados com BtMeOH
apresentaram maior glicemia (~90%) em relacdo ao grupo néo tratado (247 mg/dLO nos
30 minutos iniciais. Os niveis glicémicos dos animais diabéticos, independente do
tratamento, permaneceram elevados durante todo o experimento. O grupo controle
retornou a valores basais ap6s 90 minutos (98mg/dL). A administracao da floridzina ndo
apresentou elevacao de glicemia.

A patrtir disso, foi calculada a area sobre a curva (AUC), que mostrou aumento de
103% no grupo diabético e 136 % no diabético tratado com BtMeOH em relacdo ao

controle.
Teste de Tolerancia Oral a Sucrose (OSucTT)
A figura 3 mostra dos efeitos de BtMeOH (500 mg/kg) nos niveis de glicose

sanguinea apOs a sobrecarga de sucrose. A glicemia de jejum dos animais diabéticos

foram ~4X superiores aos valores controle (~70 mg/dL).
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Figura 3 - Efeito da fracdo BtMeOH e da acarbose na glicemia durante o teste de
tolerancia oral & sucrose (OSuTT) em camundongos euglicémicos e diabéticos.
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Fonte: O autor (2017). #p < 0.05 significativo em relacao ao controle (C). Resultados expressos em média
* erro padrdo da média *p < 0.05 significativo em relacéo ao animal diabético (D).

ApOs a sobrecarga de sacarose, 0s animais tratados com BtMeOH tiveram pico
menor (60%) aos 30 minutos e se manteve reduzida ao longo de todo o experimento em
relacdo aos diabéticos nao tratados. O tratamento com acarbose, inibidor da a-
glicosidase, néo alterou a glicemia. O tratmento com MtBeOH reduziu a AUC (26,2%)
em relacdo ao diabético ndo tratado, assim como apresentou valor semelhante ao grupo

acarbose.

Teste de Tolerancia Oral ao Amido (OSTT)

Em relagédo ao teste de tolerancia oral ao amido, os valores médios de
glicemia no tempo 0 foram de 81 mg/dL para o grupo controle, 148 mg/dL para os animais
diabéticos (Figura 4). Apés a sobrecarga com amido, o pico glicémico dos animais
diabéticos tratados com BtMeOH foi 40% menor aos 60 minutos em relagdo ao grupo
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nao tratado (387 mg/dL) no mesmo periodo. O tratamento com BtMeOH e acarbose

reduziram glicemia nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos.

Figura 4 - Atividade anti-hiperglicémica p6s-pandrial de BtMeOH no Teste de Tolerancia
Oral ao Amido (OSTT) em camundongos euglicémicos e diabéticos.
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Fonte: O autor (2017). *p < 0.05 significativo em relacdo ao controle (C). Resultados
expressos em média * erro padrdo da média #p < 0.05 significativo em relagéo ao animal
diabético (D).

O tratametno com acarbose mostrou perfil semelhante ao grupo tratado com
BtMeOH. O grupo diabético tratado bom BtMeOH mostrou uma AUC 2 vezes menor em
relacdo ao grupo nao tratado. O grupo tratado com acarbose reduziu a glicemia em
32,5% em relacéo ao diabético.
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Inibicdo da formacéo de Produtos Finais da Glicacdo Avancada (AGES)

Para avaliar o efeito de BtMeOH na formacao de AGEs utilizamos o modelo de
glicacao in vitro da albumina (BSA) mediada pela frutose. Neste ensaio a formacao de
AGEs foi medida pela intensidade de fluorescéncia conforme as caracteristicas definidas
previamente (quadro 1). Observamos na tabela 1, que ao fim do periodo de 21 dias de

incubacéo, BtMeOH reduziu a fluorescéncia de todos os produtos de glicagdo avangada.

Tabela 1 - Percentual de inibicdo da formacéo de AGEs fluorescentes por BtMeOH.

BtMeOH (mg/mL) Quercetina (mg/mL)

Produtos de Glicacao

Avancada (AGESs)

1 0,1 0,1
Argipiridina 85.97+0.23 66.10+1.03  79.34+0.92
Vesperlisina 73.11+0.77 49.61+3.89 65.91+0.72
Pentosidina 85.34+0.24 64.26+2.01  80.76%1.10
Crossline 55.49+2.77 41.00+£3.01  47.85%0.19
AGEs total 51.92+0.74 32.80+2.92  53.94+1.21

Fonte: O autor (2017). Resultados expressos em média + desvio padréo.

O percentual de inibicdo para diferentes AGEs fluorescentes foi diretamente
proporcional a concentracdo da fracdo BtMeOH. Na concentracdo de 1mg/mL com
inibicdo variando de 55% para crossline a 85% para argipiridina (tabela 1). Com excec¢éao
do crossline, BtMeOH mostrou melhor inibicdo para todos os AGES na concentracao de
1mg/mL quando comparado ao padrao quercetina. Ja na concentracdo de 0,1 mg/mL, a
inibicdo variou de 49% (vesperlisina) a 66% (argipiridina), sendo menor que a quercertina

para todos os AGES.

Inibicdo de Produtos da Glicagao Precoce

O efeito inibitério de BtMeOH sobre produtos da glicagdo precoce foi avaliada
através do ensaio de frutosamina, utilizando o corante nitroazul tetrazolio. Apés 21 dias
de incubacéo, o BtMeOH na concentracéo de 0,1 mg/mL apresentou 29% de inibicdo da
frutosamina, enquanto que na maior concentracdo (1 mg/mL) a inibicdo foi de 52%,

préximo ao valor do padréo quercetina (54%) (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito de BtMeOH na formacéao de frutosamina.
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Fonte: O autor (2017). Resultados expressos em média = desvio padrdo. ***p <0,05 significativo em
relacdo ao padréo quercetina.

Efeito protetor de BtMeOH em eritrocitos humanos

Para avaliar o efeito protetor de BtMeOH contra hemolise, os eritrocitos foram
incubados com albumina glicada e/ a fracdo em diferentes concentracdes. Para obter
100% de hemdlise dos eritrocitos utilizamos H202 (100uM). A amostra com de eritrocitos
contendo apenas albumina glicada apresentou 76% de hemdlise, contra 26% da
albumina nativa cujas propriedades antioxidantes foram preservadas (Figura 6). Na
menor concentracao, BtMeOH apresentou um percentual de hemolise (38%) maior em
relagcdo a quercetina (32%) e a albumina nativa (26%). Ja a amostra de eritrocitos
incubados com BtMeOH a 1 mg/mL apresentou um percentual de 19% de hemdlise,
significativamente menor que o padrdo quercetina e as amostras contendo apenas

albumina glicada, sugerindo que a BtMeOH manteve os efeitos protetores da albumina.
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Figura 6 - Efeito BtMeOH na prevencao da hemdlise em eritrocitos.
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Fonte: O autor (2017). Resultados expressos em média + desvio padrdo. *p <0,05 significativo em relagao
ao padrdo quercetina.

Atividades antioxidantes

Os resultados das atividades antioxidantes DHPP, ABTS, Sequestro do Radical
Superéxido e FRAP sao apresentados na tabela 3. Como podemos observar, a
quantidade de BtMeOH necessaria para reduzir a concentracdo de DHPP e ABTS em
50% (IC50) variou de 85,46 +0,67 a 112,68+8,44 ug/mL respectivamente, mostrando
valores maiores que o padrdo Trolox e menores quando comparados ao BHT. Em
relacdo ao sequestro do radical superoxido, BtMeOH apresentou IC50 de 129,61+4,91
pg/mL, maior que o padrédo quercetina. No ensaio de FRAP a IC50 de BtMeOH foi de
136+7,9 ug/mL contra 15,37+0,55 pg/mL do antioxidante Trolox.

Dosagem de fendis e flavonoides totais

A quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais em BtMeOH foi
realizada através dos métodos do Folin-Ciocalteau e de complexagdo em aluminio,
respectivamente. Os teores de fendis e flavonoides totais foram expressos como
equivalentes de acido galico (EAG) e de quercetina (EQ) por mg de. BtMeOH apresentou
concentragdes de 123,03 mg EAG/mg e 108,90 mg EQ/mg, para compostos fendlicos e

flavonoides, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Atividade antioxidante e dosagem de compostos fendlicos e flavonoides totais.

Amostras DPPH Sequestro Dosagem Dosagem de
ABTS do Radical FRAP  defenotis flavonoides
Superoxido totais totais
BtMeOH 85.46+0.67 112.68+8.44 129.61+4.91 136+7.94 123,032 108,9°
Trolox 4.26+£0.10 6.42+0.09 - 15.37+0.55 - -
BHT 254.3817.28 580+39.32 - - - -
Quercetina - - 29.32+0.68 - - -

Fonte: O autor (2017). Resultados expressos em IC50 (ug/mL)- concentracdo minima necessaria para inibir
ou sequestrar metade do radical. 2Resultados expressos em mg de Equivalente de Acido Galido (EAG) por g
da amostra. PResultados expressos em mg de Equivalente de Quercetina (EQ) por g da amostra

Discussao e conclusédo

Pesquisas recentes vém buscando por novos agentes naturais com propriedades
anti-hiperglicemiantes e antioxidantes, que atuem no controle da glicemia e suas
complicagbes (Kumar et al., 2014). Nosso trabalho investigou a atividade anti-
hiperglicemiante da fracdo metandlico de Buchenavia tetraphylla em camundongos
diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ). A STZ é um agente alquilante produzido
pela bactéria Streptomycete sachromogenes, utilizado para inducéo do diabetes mellitus
do tipo 1 ou 2 em animais de laboratério. Esta droga promove a destruicao das células
beta-pancreaticas produtoras de insulina, cuja auséncia impede que a glicose seja
captada normalmente pelos tecidos, culminando com hiperglicemia (Widyawati et al.,
2015; Kumar et al., 2014).

Uma das formas de reduzir os niveis de glicemia ap6s uma dieta rica em
carboidratos € através da inibicdo da captacao intestinal de glicose (Abbas et al., 2017).
No intestino os monossacarideos sdo co-transportados ativamente com sodio para o
epitélio através do transportador SGLT1 (transportador ativo de glicose dependente do
s6dio) e liberados dos enterocitos para a circulacao pela via GLUT2 (Satoh et al., 2015;
Yusoff et al., 2015). No teste de OGTT a administracdo de BtMeOH (500 mg/kg) n&o
afetou os niveis de glicose sanguinea de animais diabéticos, cujos valores de glicemia
permaneceram maiores que o animal diabético e a floridzina. Como esperado, a
floridzina, reduziu os niveis de glicose aos valores basais, pois atua impedindo o
transporte de glicose via SGLT1 (Satoh et al., 2015). Isso indica que a fragao
possivelmente ndo atua inibindo no transporte de monossacarideos na borda em escova.

ApoOs a ingestdo de carboidratos complexos 0s mesmos sdo quebrados em
oligossacarideos e depois em agucares simples através das enzimas a-glucosidases e

a-amilase. Assim, a inibicdo enzimatica constitui uma das formas de controle da
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hiperglicemia pos-pandrial, pois elas retardam a absorcdo de monossacarideos,
incrementando a acdo da insulina (Alan et al., 2017; Calzada et al., 2017). Nos testes
agudos de tolerancia oral & sacarose e ao amido, BtMeOH reduziu os niveis de glicemia
90 minutos apos a sua administracdo de maneira semelhante a acarbose, reconhecido
como competidor de a-glucosidase intestinal (Ranjana; Tripathi, 2014). Nossos
resultados sugerem que a fracdo pode ter retardado a absorcdo de acucares simples,
através da inibicdo de enzimas intestinais.

Pesquisas recentes tém investigado o efeito de plantas na glicemia pés-
pandrial. ApOs sobrecarga de sacarose, o extrato etandlico das folhas de Annona
cherimola (300 mg/kg) reduziu o nivel de glicose em ratos diabéticos em 4 horas de
experimento, quando comparado (Calzada et al., 2017). No mesmo sentido, Widyawati
e colaboradores (2015) verificaram que o extrato metandlico de Syzygium polyanthum
reduziu de forma significativa os niveis de hiperglicemia pds-pandriais através da inibicao
da absorcéo intestinal de glicose, efeito atribuido a presenca de flavonoides, taninos,
glicosideos e alcaloides (Widyawati et al., 2015). Esses metabdlitos também sé&o
conhecidos por prevenir a formacgao de produtos da glicacdo avancada (AGES) (Chang
et al., 2016; Siddiqui et al., 2016). O extrato do fruto de Punica granatum, contendo acido
elagico e elagitaninos como punicalina e punicalagina, inibiu de forma significativa a
formacdo de AGEs em BSA induzido por frutose (Kumagai et al., 2017). As AGES séao
moléculas formadas a partir da reacdo ndo enzimatica entre acglcares redutores e
residuos de aminoacidos. Os produtos de glicosilacdo aumentam no estado de
hiperglicemia e estdo relacionadas a condi¢fes patoldgicas do diabetes (Ansari et al,
2016). Neste estudo verificamos que BtMeOH reduziu em 52% a glicacdo precoce da
frutosamina (1Img/mL), além de inibir até 85% da formacdo de AGES em BSA, acima do
percentual de inibicdo do padrao quercetina (79%).

Em triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico de B. tetraphylla realizada por
Oliveira e colaboradores (2012) foram encontrados metabdlitos da classe dos
flavonoides (luteolina), protoantocianidinas, leucoantocianidinas, glicosideos e tanino
galico. Em diferentes extratos organicos de B. tomentosa, foram identificados acido
galico, acido quinico, kaempferol, epicatequina, buchenavianine, derivados de acido
elagico eschweilenol B e C e outros taninos como punicalina, vitexina e corilagina
(Teodoro et al.,, 2015). Nas nossas analises de HPLC foram detectados espectros
correspondentes ao grupo dos elagitaninos e flavonoides derivados de quercetina e

acido eldgico (Tercas et al., 2017. Nossos achados corroboram resultados obtidos por
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Cavalcanti e colaboradores (2017) que também identificaram polifendis (flavonoides e
taninos) na fracdo metandlica de B. tetraphylla. Esses metabdlitos sdo frequentemente
associados ao alto poder antioxidante, sendo capaz de proteger as estruturas celulares
dos danos causados pelo estresse oxidativo (Cock, 2015).

Estudos recentes tém demonstrado que espécies representantes da familia
Combretaceae apresentam atividades antioxidantes promissoras atribuidas a presenca
de compostos da classe dos polifenois (Dawé et al., 2016; Viau et al., 2016). Em nossos
ensaios BtMeOH apresentou contetdo de fendis e flavonoides totais de 123 mg/gEAG e
108 mg/gEQ respectivamente, o que pode estar relacionado ao potencial antioxidante da
amostra. A fracdo de Buchenavia apresentou IC50 variando de 85.46+0.67 pg/mL, para
o teste de DHPP a 136+7.94 para o FRAP. Extratos da espécie Terminalia paniculata
apresentaram IC50 de 177.47 = 1.63 pg/mL para o teste antioxidante do FRAP (Talwar
et al., 2013). Hassan e colaboradores (2014) investigaram o potencial antioxidante de
Combretum hartmannianum através do DHPP com IC50 variando de 14 a >1000 pg/mL.
Eles correlacionaram os resultados com o conteudo de flavonoides e fendis totais, cujos
valores encontrados variaram de 27.6 + 0.02 mg/gEQ a 392.8 + 0.01 mg/gEAG
respectivamente. Além disso, a fracdo BtMeOH inibiu a hemdlise de eritrocitos co-
incubados com albumina glicada, confirmando os efeitos protetores de seus compostos
antioxidantes.

Os resultados obtidos mostram que a fracdo metandlico de B. tetraphylla
apresentou atividade anti-hiperglicemiante em camundongos diabététicos induzidos por
estreptozotocina. A acdo pode estar atribuida a presenca de polifendis na fracao,
confirmada pelas analises de HPLC, entretanto, estudos futuros sdo necessarios para
identificacdo dos compostos desconhecidos e entendimento do seu mecanismo de acao.
A fragcdo apresentou efeito antioxidante e retardou a hemdlise de eritrocitos pela
albumina glicada, além de interferir na formacao de produtos da glicacdo, sendo um bom
candidato para o tratamento do diabetes e suas complicagbes devido ao estresse

oxidativo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

As analises quimicas demonstraram que a fracdo metandlico de Buchenavia
tetraphylla apresentou flavonoides e taninos hidrolisaveis de grande importancia
bioldgica;

BtMeOH inibiu isolados clinicos de Escherichia coli, induzindo importantes
alterac6es morfolégicas nas células tratadas, mas néo foi bactericida;

Através do ensaio de citotoxicidade pode-se constatar que a concentracao mais
segura para uso da fragdo metandlica em culturas celulares é abaixo de 25 ug/mL,
pois acima desta concentragcdo o produto induziu apoptose ou necrose em
esplendcitos murinos;

Na concentragédo de 10 uyg/mL, o produto estimulou a produgédo de citocinas
envolvidas em processos de cicatrizacao;

Em testes in vivo realizados na concentracdo de 2000 mg/kg, BtMeOH néo
apresentou toxicidade, nem foi mutagénico ou genotoxico;

A fragéo foi mutagénica para frente a cepa TA097 de Salmonella typhimurium na
concentracdo de 100mg/mL, e atdéxico para as demais linhagens testadas na
concentracdo de 10 e 100mg/mL. A fracdo também apresentou potencial
antimutagénico;

A fracdo metandlica apresentou ainda potencial antioxidante e anti-glicacao
inibindo a ligacdo da glicose a albumina; além disso apresentou efeito protetor
contra hemdlise de eritrocitos co-incubados com albumina glicada;

O produto foi anti-hiperglicemiante, reduzindo os niveis de glicose em testes de
tolerancia a sacarose e amido em animais diabéticos, na dose de 500 mg/kg;
Buchenavia tetraphylla se mostrou um potente agente frente a testes biolégicos

variados, sendo forte candidato a modelo para producédo de farmacos.
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ANEXO A- PARECER COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Oficio n® 24/17 Recife, 10 de abril de 2017.

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Maria Tereza dos Santos Correia
Departamento de Bioguimica

Centro de Biociencias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0049/2016

Certificamos que a proposta intitulada “Isolamento, caracaterizagio
estrutural e potencial farmacolégico de matabdlitos secundaarios de
Buchenavia Tetraphlla” registrada com o n°0049/2016 sob a
responsabilidade de Prof.° Maria Tereza dos Santos Correia - que envolve a
produgéo, manutengéo ou utilizagado de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 29/03/2017.

I ]

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacéo 20/11/2016 a 20/11/2017
Espécie/linhagem/raga Camundongo albino e Camundongo
Swiss
N° de animais 105 (90 Swiss e 15 Balb/c)
Peso/ldade Swiss: 28-30g 60-90 dias e Balb/c
' 259/60-90 dias
Sexo Macho: 70 Swiss/ 15Balb/c e Femeas:
| 20Swiss
Origem Biotério do Departamento de
Antibidticos.

Atenciosa @~
A
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Prof. Sebastiao R. F. Silva
Vice-Presidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345691




