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RESUMO

Inibidores de protease de natureza proteica sao descritos como agentes antimicrobianos e
metabolitos secundarios de plantas sdo apontados como agentes antioxidantes e anti-
inflamatorios. A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro e grande parte do seu
patriménio bioldgico ndo é encontrada em nenhum outro lugar do mundo. Para a realizacdo
do presente trabalho, duas plantas da Caatinga foram selecionadas com o intuito de explorar
suas potencialidades farmacologicas: Pilosocereus gounellei (xiquexique) e Jacaranda
rugosa (pindaiba do cerrado). A presente tese teve como objetivos isolar, caracterizar e
avaliar a atividade antimicrobiana de inibidores de tripsina do caule de P. gounellei (PgTI) e
de ramos de J. rugosa (JrTl). Extratos metandlicos de ramos e folhas de J. rugosa foram
também estudados quanto a presenca de metabolitos secundarios e atividades antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatdria. PgTI foi isolado a partir do extrato salino do caule de P.
gounellei por cromatografia de gel filtracdo (Sephadex G-100) seguida de cromatografia de
troca ibnica (DEAE). Esse inibidor é uma proteina de massa molecular de 37,1 kDa e ponto
isoelétrico 5,88, cuja atividade inibidora de tripsina foi resistente ao aquecimento até 50 °C.
PgTI inibiu o crescimento de Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp., Staphylococcus aureus e Staphylococcus
saprophyticus (concentragdo minima inibitéria, CMI: 37,5 a 150 pg/mL), sendo bactericida
somente para E. coli (concentracdo minima bactericida, CMB: 75 pg/mL). JrTI foi purificado
a partir do extrato salino de ramos de J. rugosa por fracionamento com sulfato de aménio
seguido de cromatografia de afinidade em coluna de Tripsina-Agarose. A massa molecular
nativa de JrTl é de 27 kDa e sua atividade inibidora de tripsina foi fortemente reduzida
guando incubado a 50 °C. A atividade inibidora de tripsina de JrTI foi em maxima em pH
10,0 e reduzida em pH acido. JrTI apresentou atividade antimicrobiana somente contra
Candida krusei (CMI: 150 ug/mL), ndo sendo fungicida. JrTl causou danos & permeabilidade
da parede celular do fungo. Os extratos etandlicos de folhas e ramos de J. rugosa continham
flavonoides e esteroides. Foi detectada a presenca de rutina no extrato de folhas e de rutina,
quercetina e hiperosideo no extrato de ramos. Adicionalmente, foi identificada a presenca de
fenilpropanoides nos extratos. O extrato de folhas apresentou atividade bacteriostatica contra
E.coli (CMI: 10 mg/mL) e Streptococcus pyogenes (CMI: 20 mg/mL). Ja o extrato de ramos
inibiu o crescimento de E. coli (CMI: 5 mg/mL). Os extratos foram ativos contra os radicais

livres DPPH (ICso de 17,04 e 9,37 pg/mL para ramos e folhas, respectivamente) e ABTS”



(ICsp de 16,39 e 9,10 pg/mL para ramos e folhas, respectivamente). No teste de peritonite
induzida por carragenina, nenhuma morte e alteracdes em pardmetros fisioldgicos,
bioquimicos e hematoldgicos foram detectadas. Ainda no mesmo teste, os extratos (200
mg/kg, via oral) reduziram significativamente a migracdo celular de leucdcitos para o
exsudato peritoneal. Em concluséo, os resultados obtidos valorizam as espécies P. gounellei e

J. rugosa como fontes de recursos farmacoldgicos de origem natural.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Antioxidante. Cromatografia. Extratos etandlicos.

Inibidor de protease. Caatinga.



ABSTRACT

Proteinaceous protease inhibitors are described as antimicrobial agents and plant secondary
metabolites are designated as antioxidants and anti-inflammatory agents. The Caatinga is an
exclusively Brazilian biome and much of its biological patrimony is not found anywhere else
in the world. For the accomplishment of the present work, two Caatinga plants were selected
with the purpose of exploring their pharmacological potentials: Pilosocereus gounellei
(xiquexique) and Jacaranda rugosa (pindaiba do cerrado). The aim of the present thesis was
to isolate, characterize and evaluate the antimicrobial activity of trypsin inhibitors from P.
gounellei stem (PgTl) and J. rugosa (JrTl) branches. Ethanolic extracts of branches and
leaves of J. rugosa were also studied for the presence of secondary metabolites and
antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory activities. PgTI was isolated from the saline
extract of P. gounellei stem by gel filtration chromatography (Sephadex G-100) followed by
ion exchange chromatography (DEAE). This inhibitor is a protein with a molecular mass of
37.1 kDa and isoelectric point 5.88, whose trypsin inhibitory activity was resistant to heating
to 50 °C. PgTI inhibited the growth of Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Micrococcus
luteus, Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp., Staphylococcus aureus and Staphylococcus
saprophyticus (minimal inhibitory concentration, MIC: 37.5 to 150 ug/mL), being bactericidal
only for E. coli (minimum bactericidal concentration, CMB: 75 ug/mL). JrTI was purified
from the J. rugosa branches extract by fractionation with ammonium sulfate followed by
affinity chromatography on a Trypsin-Agarose column. The native molecular mass of JrTl is
27 kDa and its trypsin inhibitory activity was strongly reduced when incubated at 50 °C. The
trypsin inhibitory activity of JrTl was maximal at pH 10.0 and reduced at acidic pH. JrTlI
showed antimicrobial activity only against Candida krusei (MIC: 150 pg/mL), and it was not
fungicide. JrTl caused damage to the cell wall permeability of the fungus. The ethanolic
extracts of leaves and branches of J. rugosa contained flavonoids and steroids. The presence
of rutin in leaf extract and rutin, quercetin and hyperoside in the extract of branches was
detected. Additionally, the presence of phenylpropanoids in the extracts was identified. Leaf
extract presented bacteriostatic activity against E. coli (MIC: 10 mg/mL) and Streptococcus
pyogenes (MIC: 20 mg/mL). The extract of branches inhibited E. coli growth (MIC: 5
mg/mL). The extracts were active against the free radicals DPPH (ICso of 17.04 and 9.37
ug/mL for branches and leaves, respectively) and ABTS™ (ICs, of 16.39 and 9.10 pg/mL for

branches and leaves, respectively). In carrageenan-induced peritonitis test, no deaths and



changes in physiological, biochemical and hematological parameters were detected. Still on
the same test, the extracts (200 mg/kg, oral route) significantly reduced the cellular migration
of leukocytes to the peritoneal exudate. In conclusion, the results value the species P.

gounellei and J. rugosa as sources of pharmacological resources of natural origin.

Keywords: Antimicrobial activity. Antioxidant. Chromatography. Ethanolic extracts. Protease
inhibitor. Caatinga.
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1 INTRODUCAO

Metabdlitos secundarios sdo compostos responsaveis pela defesa natural de plantas
quando h& estresses bidticos e/ou abidticos. Nesse grupo de moléculas estdo compostos
nitrogenados, compostos fenolicos e terpenos. Os metabdlitos secundarios também atuam na
regulacao de atividades vitais do vegetal, como na germinacdo, crescimento, desenvolvimento
e floracdo (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Alguns metabdlitos secundérios e determinadas
proteinas bioativas encontradas nas plantas sdo capazes de atuar como inibidores de proteases,
interagindo de forma especifica e reversivel com o sitio ativo de enzimas proteoliticas ou
através da ligacdo a outras regides da estrutura da enzima (KIM et al., 2009). Inibidores de
protease de natureza proteica tém sido descritos como agentes antitumoral, antiparasitario,
inseticida e muitos apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos
patogénicos. (KIM et al., 2009: ANDRADE et al., 2010, CANDIDO et al., 2011; OLIVEIRA
etal., 2011; PAULA et al., 2012).

O aumento no nimero de populagbes de microoganismos resistentes aos antibidticos
utilizados atualmente tem estimulado a investigacdo de novos agentes antimicrobianos
(FERNANDO et al., 2016). Varios estudos tém avaliado o potencial de moléculas alternativas
gue possam ser utilizadas isoladamente ou em conjunto com outras drogas. Nesse sentido,
plantas utilizadas popularmemte no combate de infeccbes tém demonstrado grande
importancia para a descoberta de novos agentes farmacoldgicos (AGRA et al., 2008). Estudos
confirmam que inibidores de protease de Inga laurina, Tecoma stans, Capsicum annuum
apresentam atividade antimicrobiana. (RIBEIRO et al., 2014, MACEDO et al.,, 2016:
PATRIOTA et al., 2016).

Outra propriedade que vem sendo estudada nas plantas medicinais é a capacidade
antioxidante. Danos teciduais sdo causados por grupos de substancias quimicas, os radicais
livres, que podem ter origem enddgena ou exdgena. Ja se conhece bastante sobre o papel dos
radicais livres na origem de diversas doencgas, buscando-se agora tentativas de intervencédo
que possam minimizar os danos causados (PEREIA et al.,, 2012). Dentre as diversas
atividades bioldgicas atribuidas aos metabdlitos secundarios, destaca-se a atividade
antioxidante, devido a habilidade que os mesmos tém em sequestrar radicais livres e/ou inibir
a sua formagdo (REGO-JUNIOR et al., 2011).

A reacdo inflamatoria é uma resposta do organismo a um processo infeccioso ou
agressdo tecidual na tentativa de restabelecer a homeostasia. O desenvolvimento de novos

farmacos anti-inflamatérios também tem sido importante objeto de estudo por muitos grupos
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de pesquisa, e as plantas medicinais surgem como uma fonte promissora de agentes anti-
inflamatorios (JULIUS e BASBAUM, 2001). Metabolitos secundérios sdo descritos por
apresentarem atividade anti-inflamatoria, sobretudo flavonoides (OLIVEIRA et al. 2016).

A Caatinga caracteriza-se por ser um bioma exclusivamente brasileiro, onde grande
parte do patriménio bioldgico dessa regido ndo e encontrada em nenhum outro lugar do
mundo (SILVA et al., 2003). A Caatinga ocupa uma area de 844.453 km? (IBGE, 2012) e sua
flora destaca-se pela presenca de varias espéecies vegetais endémicas, predominantemente de
porte arbustivo ou arbdreo. As plantas encontradas na regido da Caatinga possuem morfologia
e fisiologia peculiares para garantir a sobrevivéncia em condig¢des extremas de clima e solo, o
que resulta em uma grande variedade de metabdlitos com caracteristicas Unicas (MALAFAIA
et al., 2017). As praticas médicas populares nessa regido utilizam essas plantas que, na
maioria das vezes, sdo 0s Unicos recursos disponiveis para prevencdo e cura de doencas
(ALBUQUERQUE et al., 2010; ROQUE et al., 2010). No nordeste brasileiro, estudos
etnobotanicos tém sido intensificados em areas da Caatinga, buscando informacgdes valiosas
sobre plantas utilizadas na medicina popular (DIAS et al., 2017).

Devido a relevancia atual dos estudos no campo etnofarmacol6gico, duas plantas da
Caatinga foram selecionadas com o intuito de explorar suas potencialidades farmacoldgicas.
Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber ex K. Schum.) Byles & G.D. Rowley, conhecida
popularmente como Xiquexique, é uma espécie vegetal da Caatinga que se desenvolve nas
areas mais secas da regido semiarida (GOMES, 1977). Do ponto de vista terapéutico, Roque
et al. (2010) relatam a utilizacdo do xiquexique no tratamento médico popular de impigem e
gastrite. Adicionalmente, preparacdes das raizes do xiquexique sdo utilizadas no tratamento
de inflamacdes prostéticas e na uretra (AGRA et al., 2008; ROQUE et al., 2010). A espécie
Jacaranda rugosa, conhecida popularmente como pindaiba do cerrado ou pindaibinha, cresce
em solos rochosos e arenosos dos estados de Pernambuco e Bahia (GENTRY, 1992). Do
ponto de vista medicinal, a J. rugosa apresenta algumas propriedades terapéuticas. Por
exemplo, uma infusdo em agua ou maceracdo em alcool de suas folhas demonstraram acao
contra sifilis e Ulceras (SILVA et al., 2014). O extrato de aquoso de folhas de J. rugosa
demonstrou atividade antibiofilme contra Staphylococcus epidermidis. Ainda, 0 mesmo
extrato inibiu o crescimento bacteriano de Pseudomonas aeruginosa (SILVA et al., 2014).

A presente tese descreve atividades bioldgicas de metabolitos secundarios e inibidores

de tripsina obtidos do caule de P. gounellei e de ramos de J. rugosa. Com base nas
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propriedades relatadas popularmente, foram avaliadas a atividade antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatoria das preparacGes obtidas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Identificar e determinar atividades bioldgicas de inibidores de tripsina e metabolitos
secundarios obtidos de ramos e folhas de Jacaranda rugosa e caule de Pilosocereus

gounellei.

1.1.2 Especificos

e Purificar inibidores de tripsina do caule de P. gounellei (PgTI) e ramos de J. rugosa
(JrT).

e Caracterizar PgTl e JrTlI quanto a massa molecular nativa e composi¢cdo em
subunidades.

e Determinar o ponto isoelétrico e constante de inibicdo para tripsina (Ki) de PgTI.

e Avaliar a estabilidade conformacional de PgTI e JrT1 frente ao aquecimento.

e Determinar o efeito de PgTI e JrTI sobre o crescimento e sobrevivéncia de micro-
organismos de importancia médica.

e Identificar a presenca de metabdlitos secundarios em extratos etandlicos de ramos e
folhas de J. rugosa.

e Auvaliar a acdo antioxidante, anti-inflamatoria e antibacteriana de extratos etanolicos de

ramos e folhas de J. rugosa.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 PROTEINAS COM ATIVIDADE INIBIDORA DE TRIPSINA

A tripsina caracteriza-se por ser uma serinoprotease com uma triade catalitica
constituida pelos residuos de aminoécidos serina, aspartato e histidina (Figura 1). Essa
conformacdo em triade confere ao residuo de serina um carater nucleofilico, criando um
ambiente eletrostatico favoravel a interacdo com residuos de aminoacidos positivamente
carregados, cuja especificidade é maior para a arginina do que para lisina (HEDSTROM,
2002). Por ser expressa em diversos grupos taxonémicos, a tripsina é de suma importancia
para varios seres vivos, como por exemplo: os vertebrados, invertebrados e micro-organismos
(BHATTACHARYYA et al., 2007). Sabendo da importancia dessa enzima, estudos tém
investigado inibidores de tripsina como agentes terapéuticos, antibiticos e pesticidas
(MACEDO et al., 2016; COLARES et al., 2017).

Figura 1 - Triade catalitica do sitio ativo da tripsina

Fonte: graduacao.igsc.usp.br

Inibidores de protease de origem vegetal sdo geralmente proteinas capazes de reduzir
ou bloquear a atividade catalitica, atuando na regulacdo da atividade proteolitica endégena
(ZHU-SALZMAN e ZENG, 2015). Existem diversos tipos de inibidores de protease de
natureza proteica, sendo classificados de acordo com suas caracteristicas em pelo menos 7
familias: Kunitz, Pacifastina, Serpina, Kazal, Bowman-Birk, Batata | ¢ Il (BEZERRA et al.,
2016; COLARES et al., 2017).

Os inibidores proteicos agem geralmente competindo com substratos pelo sitio ativo
das proteases, com o qual estabelecem interagdes estaveis. A inibi¢do enzimatica competitiva
acontece quando a sequéncia de aminoacidos presente no sitio reativo do inibidor é
complementar aquela existente no sitio ativo da enzima (MAJOR e CONSTABEL, 2008). Os
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inibidores de protease atuam quando aminodcidos lisina ou arginina em seu sitio reativo
interagem com residuos de aminodcidos da triade catalitica da enzima; porém, essa ligacdo

impede a catalise enzimatica como ilustra a Figura 2.

Figura 2 - Representacéo da estrutura tridimensional do inibidor de tripsina de Inga laurina e
sua interacdo com o sitio ativo da enzima. (A) Visdo geral da formagdo do complexo entre o

inibidor e a enzima tripsina e (B) detalhe da interacdo entre o residuo de Lisina 64 do inibidor
e 0s residuos da triade catalitica (Ser195, His57 e Asp102) presentes no sitio catalitico durante

a formacdo do complexo.

(A)

C-terminal

Lyseq

N-terminal

Fonte: MACEDO et al. (2011)

Proteinas com atividade inibidora de tripsina interagem com o sitio ativo da enzima
por pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas ou ainda eletrostaticas. Nessa interagéo, o
inibidor bloqueia o sitio ativo da enzima, ligando-se a esta de maneira estavel, impedindo sua
ligagdo com o substrato e, consequentemente, sua atividade hidrolitica. Em relagdo aos
inibidores ndo competitivos, esses podem atuar interagindo com outras regides da molécula
enzimatica, 0 que pode ocasionar alteracbes conformacionais nas mesmas, formando

complexos estaveis inativos ou com baixa atividade (LIAO et al., 2007).
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2.1.1 Inibidores de tripsina como agentes antimicrobianos

Os antimicrobianos ou antibidticos sdo farmacos utilizados com o objetivo de afetar a
sobrevivéncia ou inibir o crescimento de determinado agente microbiano. Séo originados de
substancias naturais ou sintéticas (ALTERTHUM e TRABULSI, 2003). Devido ao aumento
do nimero de microorganismos patogénicos resistentes a varias drogas associado ao crescente
numero de pacientes imunocomprometidos, surge a preocupacdo com a investigacao de novas
alternativas terapéuticas (ANTUNES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2007). Vérias medidas tecnoldgicas sdo sugeridas para resolver o problema relativo a
resisténcia microbiana, sendo uma delas a procura de novos agentes a partir de espécies
vegetais (FISCHER et al., 2008). Devido a especificidade e versatilidade dos inibidores de
protease, as ciéncias médica e farmacéutica tém explorado seu potencial como agentes
antimicrobianos e de importancia médica (FEAR et al., 2007).

A sintese de inibidores de proteases pelas plantas ocorre quando ha situacfes adversas
no ambiente, como o caso de estresse hidrico, variagbes sazonais de temperatura e
luminosidade (BEZERRA et al., 2016). Ainda, a atuacéo de inibidores na defesa de vegetais
contra patdgenos tem sido confirmada cientificamente, sendo essas biomoléculas avaliadas
quanto a sua ac¢do antimicrobiana (MACEDO et al., 2016: COLARES et al., 2017).

A atividade de inibidores de protease contra micro-oganismos pode estar relacionada a
inibicdo de proteases intracelulares e/ou extracelulares. Ainda, esses inibidores podem
danificar a membrana celular de microorganismos, causar alteracdo na permeabilidade
celular, promover inibicdo da transcricdo e/ou traducdo, além de induzir a producdo de
espécies reativas de oxigénio (PAIVA et al., 2013; MAJCHRZAK-GORECKA et al., 2016).
O inibidor de tripsina de folha de Tecoma stans (TesTl) causou reducdo do nivel de ATP
intracelular e perodixacdo lipidica em células de Candida albicans e Candida krusei,
resultando em inibig&o do crescimento e morte celular (PATRIOTA et al., 2016). Um inibidor
de tripsina de sementes de Inga vera (IvTI) apresentou varias atividades biologicas, dentre
elas atividades antimicrobiana contra Candida buinensis e Escherichia coli; IvTI promoveu
agregacdo e perda de material citoplasmatico nas células de C. buinensis (BEZERRA et al.,
2016). O inibidor de tripsina de flores de Moringa oleifera (MoFTI) inibiu o crescimento de
bactérias presentes em larvas de Aedes aegypti (PONTUAL et al., 2014).
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Portanto, proteinas com atividade inibidora de tripsina e com acdo antimicrobiana
constituem alternativas interessantes para a producdo de novos agentes que afetam a

sobrevivéncia de microorganismos (KIM et al., 2005; LI et al., 2007).

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos secundarios sdo moléculas organicas que constituem um grupo
extremamente diversificado de produtos naturais produzidos por plantas e outros organismos
como fungos, bactérias, algas e animais (BERNHOFT, 2010). Diferentes classes destes
compostos sdo frequentemente associadas a um conjunto restrito de espécies dentro de um
grupo filogenético (ROZE et al, 2011). Do ponto de vista farmacéutico, 0 maior interesse esta
no numero elevado de substancias farmacologicamente importantes e seus efeitos bioldgicos
sobre a salde da espécie humana (SOBRINHO et al., 2011).

A classificacdo geral dos metabdlitos secundarios inclui trés grandes grupos:
compostos fendlicos (como acidos fendlicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, flavondides,
taninos e lignina), terpenos (tais como os volateis de plantas, glicosideos, carotendides e
esterdides vegetais) e compostos nitrogenados (como alcaldides e glucosinolatos) (TAIZ e
ZEIGER, 2006).

2.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo encontrados em todos os 6rgdos de vegetais e possuem
mais de 8.000 estruturas relatadas (CROZIER et al., 2009). Suas composi¢fes quimicas
podem variar muito, incluindo fendis simples (Cg), como derivados do acido hidrobenzoico e
catecois, bem como polimeros de cadeia longa com alto peso molecular, como catecol
melaninas (Ce)s, ligninas (Ce-Cs3), € taninos condensados (Cg-C3-Cg)n. Estilbenos (Cg-C,-Co) €
flavonoides (Cs-C3-Cg) sd@0 compostos fenodlicos com peso molecular intermediario que
apresentam muitas atividades farmacoldgicas. Flavonoides, incluindo antocianinas, flavonois
(como quercetina e miricetina), isoflavonas (como daidzeina e genisteina) e outros sdo
formados por maltiplos ramos biossintéticos que se originam da chalcona (AHMED et al.,
2015).

Os flavonoides possuem estrutura quimica com 15 carbonos organizados em dois

anéis aromaticos, ligados por uma cadeia de trés carbonos (Figura 3). Esses compostos tém
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demonstrado multiplos efeitos bioldgicos, como atividade antioxidante, anti-inflamatoria e
antitumoral, poder de reducdo da fragilidade e permeabilidade de capilares; inibicdo da
destruicdo do colageno a agregacao plaquetaria. A ingestdo de flavondides estd associada a
longevidade e & reducdo na incidéncia de doencas cardiovasculares (ARAUJO, 2008;
VELDERRAIN- RODRIGUEZ et al., 2014).

Figura 3 - Estrutura quimica dos flavondides com 15 carbonos, organizados em dois anéis

aromaticos, ligados por uma cadeia de trés carbonos

Fonte: Taiz e Zeiger (2006)

2.2.2 Terpenos

Os terpenos representam uma das maiores e mais diversas classes de metabdlitos
secundarios, com mais de 55.000 compostos. A enorme diversidade estrutural representada
por esta classe de produtos naturais se reflete em um grande nimero de propriedades
bioldgicas, tais como anti-cancer, antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria (DE
MARINO et al., 2008; BAYOR et al., 2009).

Derivados de unidades isoprénicas pentacarbonadas, os terpenos sdo classificados
guanto ao numero de unidades de isopreno em monoterpenos (2 unidades, 10C),
sesquiterpenos (3 unidades, 15C), diterpenos (4 unidades, 20C), triterpenos (6 unidades, 30C)
e carotenoides (8 unidades, 40C) (HARTMANN et al., 2007; DEWICK, 2009). Um dos
grupos de principios ativos de natureza terpénica mais interessantes sdo esteroides vegetais
(Figura 4), com uma grande gama de compostos com atividades bioldgicas (DEWICK, 2009).

O p-sitosterol, encontrado em oOleos de abacate e semente de abobora, € um dos
fitoesterois mais importantes em termos medicinais, apresentando atividades
hipocolesterolémica, antioxidante, anticancer e anti-arteriosclerética (VEERPORTE e
ALFERMANN, 2000). Adicionalmente, o estudo dos fitoesterois possui grande interesse para
as induastrias farmacologicas, na medida em que sdo potenciais precursores e intermediarios
para a producgédo de hormdnios sintéticos (BAYOR et al., 2009; HARAGUCHI et al., 2011).
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Figura 4 - Exemplos de fitoesteroides

[3-Sitosterol Estigmasterol Campesterol

Fonte: Martins et al. (2004)

2.2.3 Compostos Nitrogenados

Véarios metabolitos secundarios possuem nitrogénio na sua estrutura quimica,
normalmente como parte do anel aromatico. Esses compostos sdo formados a partir de
aminoacidos aromaticos, como o triptofano e a tirosina, e de aminoécidos alifaticos como a
lisina e ornitina. Neste grupo de metabdlitos estdo os alcaloides (Figura 5), aminas,
aminodcidos, glicosideos cianogénicos e glicosinolatos (REGO-JUNIOR et al., 2011). Assim
como diversos outros compostos secundarios, esses também estdo envolvidos em varias
funcdes fisiologicas do vegetal, como na defesa contra parasitas e herbivoros, bloqueio
metabdlico de detoxificacdo, fator de regulacdo de crescimento, reserva de nitrogénio e outros

elementos necessarios ao crescimento da planta. (KUKULA-KOCH et al., 2017).

Figura 5 - Exemplos de alcaloides, metabdlitos secundérios nitrogenados
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Fonte: Taiz e Zeiger (2006)
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2.2.4 Atividade antimicrobiana

Pela grande riqueza de plantas existentes no Brasil, hA um grande interesse de
pesquisadores pela investigacdo de extratos vegetais contendo metabdlitos secundarios com
acOes terapéuticas, principalmente com atividade antimicrobiana. Virtuoso et al. (2005)
observaram a atividade antimicrobiana do extrato etanolico bruto da Erythrina velutina,
planta utilizada na medicina popular do nordeste brasileiro, contra as espécies bacterianas
Staphylococus aureus e Streptococus pyogenes.

Um estudo realizado por Lima Neto et al. (2015) confirmou a presenca de flavonoides,
taninos e saponinas em extratos etandlicos de Cariniana rubra e Qualea grandiflora e sua
acao contra cepas fungicas de Candida neoformans, Candida krusei, Candida parapsilosis e
Candida albicans, assim como descreveu a atuacdo dos extratos etandlicos de Luhea
paniculata e Qualea grandiflora contra as bactérias Escherichia coli e Enterococcus faecalis,
respectivamente.

Com relacdo ao mecanismo de acdo desses compostos, sabe-se que eles agem em
células bacterianas através da inibicdo da sintese da parede celular, da funcdo da membrana
celular, da sintese proteica e/ou da sintese de acidos nucleicos, por exemplo. Além disso, 0s
metabdlitos podem causar o rompimento de estruturas lipidicas das paredes e membranas
microbianas, promovendo a morte do micro-oganismo (SILVA, et al., 2019). Extrato
hexanico de folhas de Spondias tuberosa, contendo acido géalico, o flavonoide hiperosideo e
acidos graxos, apresentou atividade antifungica contra Candida glabrata induzindo a
producdo de anion superdxido mitocondrial e hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial,
além de danificar a membrana lisossomal das células fungicas (CORDEIRO et al., 2018).

A investigacdo de novas espécies vegetais que atuam como fitoterapicos contra micro-
organismos pode constituir uma alternativa viavel, sustentavel e acessivel para combater

bactérias e fungos prevenir resisténcia as varias drogas utilizadas atualmente.
2.2.5 Atividade antioxidante
Antioxidantes sdo compostos que possuem o potencial de neutralizar os radicais livres,

retardando ou inibindo a sua agédo. Eles estdo em constante atividade nos organismos Vvivos,

necessitando estar em quantidades suficientes para neutralizar os efeitos toxicos dos radicais
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livres constantemente produzidos. Quando essa equivaléncia ndo existe, hd o estresse
oxidativo. Nos organismos ha um sistema de defesa contra o estresse oxidativo formado
principalmente pelos antioxidantes enzimaticos, que consistem em proteinas que se localizam
no interior das celulas e agem tanto na prevencdo da oxidacdo gerada pelos radicais livres
quanto na reparacdo dos danos causados (AMAROWICZ et al., 2004; TUBEROSO et al.,
2013). Auxiliando esse sistema, ainda existe o sistema ndo enzimatico composto pelas
vitaminas, polifenois, flavonoides, carotenoides e licopeno presentes na dieta. A acdo desses
antioxidantes pode ocorrer por uma reagédo de oxireducao onde eles proprios participam como
reagentes ou por interagdo com metais de transi¢cdo, principalmente ferro e cobre
(AMAROWICZ et al., 2004; ASIMI et al., 2013).

A partir dos anos 80, houve um aumento consideravel no interesse da busca por
antioxidantes de origem natural para o uso farmacéutico, com o objetivo de substituir
antioxidantes de origem sintética (ZHEN e WANG, 2001; SOOBRATTEE et al., 2005). Esse
fato estd atrelado aos efeitos deletérios causados por alguns antioxidantes sintéticos a salde
humana, principalmente pelo seu potencial carcinogénico (REGO-JUNIOR et al., 2011).

A utilizacdo de plantas medicinais como antioxidante se deve a capacidade que 0s
metabdlitos produzidos por elas apresentam de neutralizar espécies reativas de oxigénio,
envolvidas no desenvolvimento de enfermidades para as quais a planta é indicada (ASIMI et
al., 2013). Na busca de novas substancias com acdo antioxidante, muitas plantas tém sido
avaliadas quanto a sua capacidade de neutralizacdo de radicais livres (PAREJO et al., 2003;
CAl et al., 2004). Espécies vegetais podem apresentar uma ampla variedade de moléculas
capazes de inativar radicais livres, tais como compostos fenolicos (&cidos fendlicos,
flavonoides, quinonas, cumarinas, estilbenos, taninos, etc), compostos nitrogenados
(alcaloides, aminas), vitaminas (E, C), terpenoides (carotenoides), bem como muitos outros
metabolitos enddgenos que exercem acdo antioxidante (SOOBRATTEE et al., 2005;
DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). O mecanismo de agdo desses compostos frente aos
radicais livres ocorre devido a capacidade de atuar como agentes redutores de hidrogénio e/ou
doadores de oxigénio. Estudos recentes afirmam que compostos fendlicos e terpenos sdo
efetivos agentes antioxidantes (BARBOZA et al., 2018).

Estudos confirmam o poder de extratos vegetais frente a radicais livres, como o extrato
etanolico de Cnidoscolus quercifolius, uma planta medicinal brasileira endémica do bioma
Caatinga, que apresentou atividade antioxidante pela presenca de flavonoides, sobretudo

rutina (TORRES et al., 2018). Ainda, o extrato etandlico da espécie Caesalpinia pyramidalis,
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também pertencente ao bioma Caatinga, apresentou atividade antioxidante correlacionada
com os teores de fenois totais, sugerindo ser uma fonte de compostos fendlicos com potencial
aplicacdo na industria farmacéutica (REGO-JUNIOR et al., 2011). Estudos afirmam que
alguns compostos com poder antioxidante também demonstram atividades anti-inflamatdria,
antiaterosclerdtica, antitumoral, antimutagénica, anticarcinogénica, antibacteriana e antiviral
(YOUDIM et al., 2002; CAl et al., 2004; WILLCOX et al., 2004).

2.2.6 Atividade anti-inflamatéria

O processo inflamatdrio é caracterizado como uma resposta fisioldgica a patdgenos e
lesGes teciduais que envolvem varios tipos de células e mediadores, resultando na formacéo
de uma cicatriz da parte lesada, a fim de separa-la do tecido saudavel circundante (DENNIS e
NORRIS, 2015).

Padrdes moleculares associados a danos celulares ou patdégenos sdo reconhecidos pelas
células imunes (macréfagos, leucdcitos, neutréfilos e mastdcitos), que sdo atraidas para o
local da lesdo. Essas células liberam varios mediadores quimicos responsaveis pela
inflamacdo, incluindo citocinas, histamina, éxido nitrico, leucotrienos e prostaglandinas.
Citocinas, como fator de necrose tumoral e interleucinas, sdo liberadas por macréfagos e
atuam no reparo do dano local através da ligacdo a receptores acoplados a proteina G que
ativam a expressdo de selectinas e integrinas. A histamina € liberada pelos mastocitos e causa
vasodilatacdo para aumento da permeabilidade vascular. O 6xido nitrico, que é liberado pelas
celulas endoteliais, difunde-se nas células musculares lisas e causa seu relaxamento,
promovendo a vasodilatacdo. As prostaglandinas e os leucotrienos sdo produzidos pelas
células endoteliais a partir dos fosfolipideos das membranas danificadas e aumentam a
dilatacdo e a permeabilidade dos vasos. Além disso, durante a inflamagdo, uma enorme
quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) é gerada. As EROs produzidas
intracelularmente sdo os principais supressores da inflamacdo a medida que iniciam a
apoptose dos neutrofilos. Ao todo, esses mediadores inflamatérios e promovem o
recrutamento de células imunes para o local da lesdo e provocam febre, vermelhidao, edema e
dor (DVORAKOVA e LANDA, 2017).

Extrato etandlico das folhas de Luehea divaricata, na dose de 160 mg/kg, reduziu o
edema da pata do rato provocado pela administracdo de carragenina, em relagdo ao grupo

controle. Os provaveis compostos bioativos responsaveis pela acdo anti-inflamatoria eram
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flavonoides, saponinas e taninos caquéticos (BATISTA et al., 2016). O pré-tratamento com
flavonoides de Pistacia integerrima apresentou efeito anti-inflamatorios no teste de edema de
pata induzido por carragenina em ratos. Nesse caso, concluiu-se que os flavondides isolados
possuiam forte atividade anti-inflamatéria (RALF et al., 2016). A acdo dos metabdlitos
secundarios pode ocorrer pela inibicdo da sintese de mediadores da inflamacéo, tais como,
citocinas, interleucinas, prostaglandinas ou 6xido de nitrogénio, atraves da inibicdo das vias

de sinalizacdo relacionadas ao receptor nuclear NF-xB (JOUNG et al., 2017).

2.3 ESPECIES DA CAATINGA

2.3.1 Familia Cactaceae

Cactaceae constitui uma familia importante do semiarido brasileiro fazendo parte de
um grupo de plantas bastante diverso e de ampla distribuicdo (ROCHA e AGRA, 2002).
Espécies de cactaceas demonstram vantagens para absor¢do hidrica por terem uma eficiéncia
de 5 a 10 vezes maior no uso da agua comparada a outras familias, justamente em locais onde
a agua é fator limitante, como nas regides semidridas e em microrregibes epifitas
(CUSHMAN e BOHNERT, 1997).

A familia das cactaceas compreende 128 géneros e 1.450 espécies, distribuidas em
regibes de zonas temperadas e tropicais das Américas ocupando uma ampla variedade de
habitats, desde regides aridas até florestas umidas. Adicionalmente, suas espécies crescem até
mesmo em solos pedregosos formando a paisagem tipica do semiarido nordestino
(CARNEIRO et al., 2016).

As plantas dessa familia apresentam algumas caracteristicas denominadas adaptativas
para sua sobrevivéncia em regides aridas, sendo esses caracteres essenciais para identificacao
e classificacdo das espécies (ARRUDA et al., 2005). Estruturas como cladodios
mucilaginosos, parénquima retratil, ramos laterais reduzidos em aréolas (onde se encontram
0s meristemas apicais), caule fotossintetizante, auséncia de folhas, presenca de espinhos,
flores com estames e tépalas numerosas, bem como a producdo de metabdlitos secundarios
especificos sdo adaptacdes anatdmicas e metabdlicas da familia Cactaceae para garantir sua
sobrevivéncia durante periodos de extrema seca (ALMEIDA, 2005).

Alguns autores citam a utilizacdo de cactaceas para fins terapéuticos. O trabalho de

Ribeiro et al. (2014) cita 0 mandacaru (Cereus jamacaru) como de grande utilidade para tratar
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dor no intestino, disenteria, dor de barriga e diarreia. Arrojadoa rhodantha, popularmente
conhecida como rabo de raposa, € uma cactacea popularmente utilizada para tratamento de
problemas no estdmago e baco (ALMEIDA et al., 2005). O quipd (Opuntia palmadora) é
utilizado para tratamento de inflamac@es, asma e verminoses (ALBUQUERQUE et al., 2007).

As cactaceas também sdo caracterizadas pela produgdo de fenois e triterpenos,
compostos quimicos originados do metabolismo secundério vegetal (ALMEIDA et al., 2005;
GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Carvalho et al. (2002) confirmaram o envolvimento de
fenois e triterpenos obtidos de plantas da Caatinga, inclusive cactaceas, em atividades
diversas, tais como: antibacteriana, antiviral, antioxidante, diurética, anti-reumatica, e ainda
contra doencas gastricas e problemas hepaticos.

Nesse sentido, h& a necessidade de analisar a concordancia de conhecimentos e uso
dessas especies vegetais com finalidades terapéuticas, principalmente espécies de cactaceas

endémicas do semiarido brasileiro.

2.3.1.1 Pilosocereus gounellei (xiquexique)

Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber ex K. Schum.) Byles & G.D. Rowley,
conhecida popularmente como xiquexique, alastrado ou sodoro, € uma espécie vegetal da
Caatinga que se desenvolve muito bem nas areas mais secas da regido semiarida, onde cresce
em solos rasos, em cima de rochas e se multiplica regularmente, cobrindo areas extensas
(ARRUDA et al., 2005; AGRA et al., 2008). Sua distribuicdo ocorre principalmente nos
estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Bahia, em areas denominadas edafoclimaticas, ou
seja, areas de elevadas temperaturas, precipitacfes chuvosas irregulares e solo de baixa
fertilidade (TAYLOR e ZAPPI, 2002).

O xiquexigue demonstra caracteristicas peculiares observadas na Figura 6. Seu caule
apresenta posicdo ereta com ramificacdo de galhos, sendo ambos cobertos por espinhos
(Figura 6A). O crescimento ocorre primeiramente no sentido horizontal para posteriormente
ocorrer na posicdo vertical. A espécie pode atingir altura aproximada de 3,76 m, com
didmetro de copa variando entre 1,45 m a 3,27 m. Sua inflorescéncia (Figura 6B) possuli
coloragéo branca e sao protegidas por um tipo de algod&o caracteristico produzido pela planta.
Os frutos (Figura 6C) sdo do tipo baga de tamanho mediano, verdes no exterior e vermelhos
no interior, constituidos de sementes que aves e outros animais da Caatinga utilizam para
alimentacdo (CAVALCANTI e RESENDE, 2007).
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Estudo da composi¢do quimica do xiquexique revelou teores de proteina bruta e
minerais de 5,07% e 18%, respectivamente, com elevado teor de célcio (1,8 a 3,1 %) e
potassio (1,5 a 2,9%) (BARBOSA et al., 1996). As informacbes anteriormente citadas
sugerem o porqué da utilizacdo do xiquexique nos periodos de escassez de alimentos em
regides do semidrido do nordeste brasileiro. P. gounellei € uma das espécies que se
sobressaem em relagdo a outras opcdes de forragem e sdo utilizadas nesse periodo como um

dos principais suportes de forrageio dos ruminantes (SILVA et al., 2013).

Figura 6 - Caracteristicas morfoldgicas do xique-xique. (A) Caule, (B) flor, (C) fruto

Fonte: http://belezadacaatinga.blogspot.com.br

Do ponto de vista terapéutico, Roque et al. (2010) confirma a utilizacdo do xiquexique
no tratamento médico popular de impigem e gastrite. H& também a utilizacdo da pomada
produzida a partir do miolo do xiquexique macerado para tratamento de processos
inflamatorios decorrentes de perfuracdes nos membros superiores e inferiores (OLIVEIRA,
2011). Adicionalmente, preparacdes das raizes do xiquexique s&o utilizadas no tratamento de
inflamacdes prostaticas e na uretra (AGRA et al., 2008; ROQUE et al., 2010). Ainda, P.
gounellei € popularmente utilizado para cura de infecgdes nos rins (ALMEIDA et al., 2005;
ALBUQUERQUE et al., 2007). Resultado de analise toxicoldgica de infuso etandlico do
caule de xiquexique, administrado intraperitonealmente em camundongos, indicou uma dose
letal (DLsp) de 1.012 mg/kg, caracterizando toxicidade moderada (BARROS e DAVINO,

2008). Extrato salino do caule de P. gounellei demonstrou atividade antinociceptiva em
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camundongos e ndo apresentou efeitos toxicos agudos, como foi confirmado a partir de
anélises hematoldgicas, bioquimicas e histologicas, e ainda, sem efeitos na coordenacao
motora dos animais testados (OLIVEIRA et al., 2018). O mesmo extrato também nédo se
mostrou toxico quando administrado (250, 500, and 1000 mg/kg) por 28 dias consecutivos em
camundongos, ndo alterando ganho de peso, consumo de agua e ragdo, temperatura comporal
e pardmetros histoldgicos; na dose de 500 mg/kg, apresentou atividade antipirética
(OLIVEIRA et al., 2019).

2.3.2 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae apresenta 827 espécies alocadas em 82 géneros, possui
distribuicdo pantropical, ocorrendo principalmente nos neotrdépicos. O Brasil apresenta alguns
tdxons endémicos e é considerado o centro de diversidade da familia com 33 géneros e 413
espécies, ocorrendo em varios tipos de ambiente, desde o Cerrado até florestas Umidas
perenifolias (SILVA et al., 2018).

A familia é caracterizada por apresentar plantas predominantemente lenhosas, com
folhas, em geral, compostas e opostas, flores bissexuadas, gamopétala com tubo e lobos bem
definidos, bilabiadas, frequentemente com quatro estames férteis, didinamos e um reduzido a
estaminodio, ovario supero, quase sempre bilocular, raramente unilocular, com estilete
terminal e estigma bilamelado, sendo o fruto com cépsula septigrafa ou loculicida, raramente
baga e sementes aladas (JUDD et al. 2002; LORENZI, 2008).

De acordo com Lorenzi (2008), a exuberancia durante o florescimento faz com que
muitas espécies de Bignoniaceae sejam utilizadas na arborizacdo de ruas, pragas, parques e
avenidas. A madeira dos exemplares dessa familia é amplamente utilizada como matéria-
prima de diversos artigos da carpintaria e marcenaria, sendo também de grande utilidade na
construcgéo civil e naval (LORENZI, 2008).

Espécies da familia apresentam metabolitos secundarios caracteristicos, tais como:
terpenoides, quinonas, alcaloides e flavonoides. As duas primeiras classes de metabdlitos
mencionadas merecem destaque, pois apresentam grande ocorréncia na familia, o que as
caracterizam como marcadores quimicos do taxon (CIPRIANI, 2006).

Hiruma-Lima e Di Stasi (2002) detectaram que o macerado das folhas de Jacaranda
caroba em aguardente pode ser aplicado externamente como cicatrizante e contra Ulceras.

Estudo realizado por Arruda et al. (2012) demonstrou a presenca de atividade antimicrobiana
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do Jacaranda cuspidifolia frente a Mycobacterium tuberculosis. Ainda, a presenca de
compostos da classe dos terpenoides e dos ariletanoides de cinamoil glicosideos foram as
provaveis substancias responsaveis pela acdo antimicrobiana. De acordo com Silva et al.
(2012) espécies do género Handroanthus apresentaram diversas atividades biologicas, como
antitumoral, antibacteriana, antinflamatéria, antifingica, de modo que a presenca das
atividades ocorreu pela existéncia de naftoquinonas nas espécies de Bignoniaceas testadas.
Desse modo, a investigacdo de produtos de origem vegetal da familia Bignoniaceae e
suas atividades bioldgicas sdo pertinentes, visto que espécies da familia foram eficazes no uso

médico popular e apresentaram substancias bioativas.
2.3.2.2 Jacaranda rugosa

A espécie de porte arbustivo Jacaranda rugosa (Figura 7A) pertence a familia
Bignoniaceae e é popularmente conhecida como pindaiba do cerrado ou pindaibinha.
Endémica do Brasil ocorre nos Estados de Pernambuco e da Bahia onde cresce em solos
rochosos e arenosos da regido semidrida, atingindo uma altura de até 4 m de comprimento.
Suas folhas (Figura 7B) sdo pinadas e fortemente rugosas, dai o nome de seu epiteto
especifico. As flores (Figura 7C) dispostas em racemos axilares sdo hermafroditas, violetas,
tubulares, com quatro estames didinamos, um estaminddio glandular desenvolvido e um

estigma composto por dois lobos sensitivos (GENTRY, 1992).

Figura 7 - Aspectos de J. rugosa: (A) Arvore, (B) Folhas, (C) Inflorescéncia

Fotos: http://www.virboga.de/Jacaranda_rugosa.htm

Do ponto de vista terapéutico, J. rugosa € utilizada popularmente como planta
medicinal. Uma infusdo em &gua ou maceracdo em alcool de suas folhas demonstrou acdo
contra sifilis e Ulceras (SILVA et al., 2014). Com relacdo as suas atividades bioldgicas, 0
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extrato de folhas de J. rugosa apresentou atividade antibiofilme contra Staphylococcus
epidermidis e inibiu o crescimento bacteriano de Pseudomonas aerugionosa, bactérias de
importancia médica (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2014). Folhas de J. rugosa contém
fitoquimicos eficazes na inibicdo do crescimento celular e da formacéo de biofilme da espécie
Ralstonia solanacearum, bactéria responsavel pela murcha vascular em vegetais
agronomicamente importantes. Além disso, o extrato de folhas apresentou atividade
antimicrobiana contra todos os isolados de Ralstonia solanacearum com percentual de
inibicdo de crescimento acima de 90% na concentracdo de 4 mg/ml (MALAFAIA, 2017).
Logo, os resultados anteriormente citados sugerem a utilizacdo de extratos de J. rugosa em
ensaios para analise de atividades bioldgicas e investigacdo da sua composicdo quimica. De
acordo com Arcoverde et al. (2014), os ramos de J. rugosa contém inibidor de tripsina, o que

estimulou a investigacdo de propriedades terapéuticas desta biomolécula isolada.



36

3 RESULTADOS

3.1 ARTIGO 1 — PgTIl, THE FIRST BIOACTIVE PROTEIN ISOLATED FROM THE
CACTUS Pilosocereus gounellei, IS A TRYPSIN INHIBITOR WITH ANTIMICROBIAL
ACTIVITY

Artigo submetido ao periddico “Microbial Pathogenesis”

Fator de impacto: 2.332 (JCR-2018)
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PgTI, the first bioactive protein isolated from the cactus Pilosocereus gounellei, is a
trypsin inhibitor with antimicrobial activity
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Abstract

A trypsin inhibitor (PgTI) from Pilosocereus gounellei was purified from stem extract by gel
filtration and ion exchange chromatographies. The inhibitor appeared as a single polypeptide
band of 37.1 kDa and pl 5.88. The K for bovine trypsin was 14 nM and MS-MS analysis of
PgTI did not reveal similarities with other plant proteins. Trypsin inhibitor activity was stable
at temperatures up to 50 °C. PgTI inhibited growth of Gram-positive and Gram-negative
bacteria (minimal inhibitory concentrations (MIC) from 7.5 to 150 pg/mL) with bactericidal
activity only against Escherichia coli (minimal bactericidal concentration: 75.0 pg/mL). PgT]
also inhibited the growth of Candida krusei (MIC of 60 pg/mL). Flow cytometry using
thiazol orange and propidium iodide confirmed that PgTI did not affect the viability of E. coli
and C. krusei cells at the MIC. This is the first report on a bioactive protein purified from P.

gounellei, which provides biotechnological value to this cactus.

Keywords: xique-xique; protease inhibitor; antimicrobial activity; Cactaceae.
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1. Introduction

Antibiotic resistance is a big concern for health care systems due to the possibility of
multiple infectious diseases with no viable therapy. Self-medication, indiscriminate
prescribing, and prolonged use are factors associated with resistance. In addition, overuse
and/or misuse of antibiotics in the food industry and veterinary medicine has led to resistance
(Morehead and Scarbrough, 2018). The search for new antimicrobial agents is stimulated
aiming at developing antibiotics to be used together or as substitutes for the current drugs.

Protease inhibitors (PIs) are molecules able to interact with an enzyme molecule to
reduce or block its catalytic activity. In plants, they can be secondary metabolites, such as
flavonoids, or proteins (Pontual el al., 2012). Proteinaceous Pls isolated from plants have
been reported as insecticidal, anti-angiogenic, trypanocidal, and antimicrobial agents (Li et
al., 2007; Pontual et al., 2014; Bezerra et al., 2016; Pontual et al., 2017; Rasouli et al., 2017).
These inhibitors can affect replication or viability of microbial cells by inhibiting the activity
of proteases or damaging the cell wall or plasma membrane leading to alteration of
permeability (Paiva et al., 2013).

The Caatinga region is an exclusive Brazilian plant formation that stands out due to its
high diversity of plant species, many of which are employed in traditional medicine
(Albuquerque et al., 2009). Arcoverde et al. (2014) reported on the presence of trypsin
inhibitor activity in 23 plants from Caatinga and considered these plants interesting materials
for exploitation by the scientific community.

Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber ex K. Schum.) Byles & G.D. Rowley, popularly
known as “xique-xique”, is a cactus endemic of Caatinga. Its use in folk medicine has been
reported. An ointment prepared from the stem is used for treating inflammatory processes
resulting from injuries (Andrade et al., 2006) and preparations of xigque-xique roots are used
for treating prostate and urethra inflammations (Agra et al., 2008). There are few scientific
publications on the biotechnological potentials of P. gounellei. Sousa et al. (2018) showed
gastroprotective effects of P. gounellei stem and root ethanolic extracts and Oliveira et al.
(2018a) reported that saline extract from the stem showed antinociceptive activity in mice.

In this study, we purified and characterized a trypsin inhibitor (PgTI) from the stem of
P. gounellei. In addition, the antimicrobial activity of PgTI against medically important

bacteria and fungi was evaluated.
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2. Materials and methods

2.1. Plant material

Stem (columnar cladode) of P. gounellei was collected in Limoeiro, Pernambuco,
Brazil. The authors have authorization (No. 38690) from the Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) from the Brazilian Ministry of the Environment
for plant collection. The access was recorded (AE65D9B) in the Sistema Nacional de Gestao
do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional. Associado (SisGen). A voucher
specimen (no. 82,853) was deposited at the Herbarium UFP Geraldo Mariz from the
Universidade Federal de Pernambuco. The thorns were removed, and the stems were cut into
small pieces and dried at 28 °C for 3 days. Next, the material was powdered and stored at -20
°C.

2.2. Purification of PgTI

Stem powder was added to 0.15 M NaCl (5% w/v) and the mixture was stirred for 16 h
at 28 °C. After centrifugation (3,000 x g, 15 min, 28 °C), the supernatant (saline extract) was
loaded (2 mL) onto a Sephadex G-100 column (33 x 1 cm) equilibrated with 0.15 M NaCl at
a flow rate of 6.0 mL/min. Fractions of 2 mL were collected and absorbance at 280 nm was
monitored. Pooled fraction tubes 16-28 (P1) were evaluated for protein concentration and
trypsin inhibitor activity as described below. P1 was dialyzed for 4 h in a 10-kDa cut-off
membrane against 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 and 2.0 mL (2.0 mg of protein) was loaded onto an
ion exchange DEAE FF 16/10 column coupled to the AKTAprime system (GE Healthcare
Life Sciences, Sweden). The column was equilibrated with 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 at a flow
rate of 5.0 mL/min. After equilibrating the column, adsorbed proteins were eluted with Tris
buffer containing 1.0 M NaCl. Eluted fractions with an absorbance higher than 0.100 were
pooled, dialyzed against distilled water for 4 h, and dried by lyophilization. Purification yield
corresponded to the amount of protein from P1 recovered following purification. For
determination of trypsin inhibitor activity and dissociation constant (K;), PgTI was suspended
in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0. For the antimicrobial assays, PgTIl was suspended in distilled

water.
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2.3. Protein concentration and trypsin inhibitor activity

Protein concentrations were estimated according to Lowry et al. (1951) using bovine
serum albumin (31.25-500 pg/mL) as the standard. Trypsin inhibitor activity was evaluated
using 0.1 mg/mL bovine trypsin and the substrate N-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide
(BApNA) as described by Pontual et al. (2014). Bovine trypsin (5 pL) was incubated for 5
min at 37 °C with aliquots of PgTI (30 pL). The total volume was adjusted for 200 pL with
0.1 M Tris-HCI pH 8.0 containing 0.02 M CaCl,. Next, 8 mM BApNA (5 uL), dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO), was added to the mixture and incubated for 30 min at 37 °C. A
control (100% of substrate hydrolysis) reaction between trypsin and BApNA was run in
absence of PgTI. Substrate hydrolysis was followed by measurement of absorbance at 405
nm. Blank reactions were performed under the same conditions, without substrate or enzyme.
One unit of trypsin inhibitor activity was defined as the amount of inhibitor that decreases the
absorbance by 0.01 after 30 min at 37 °C compared to control. Specific activity was

determined as the ratio between trypsin inhibitor activity (U) and protein concentration (mg).

2.4. Two-dimensional electrophoresis

PgTI (250 ug) was resuspended in rehydration buffer [8 M urea; 2% (w/v) CHAPS;
1% (v/v) IPG buffer pH 3-10; 0.002% (w/v) bromophenol blue] and taken up passively into a
7-cm Immobiline DryStrip pH 3-10 linear gradient, (GE Healthcare Life Sciences, Sweden)
during rehydration for 16 h at 25 °C. Isoelectric focusing was performed on the Ettan
IPGPhor IIT at 20 °C according to the manufacturer’s instructions. Next, the strip was washed
three times with 50 mM Tris-HCI pH 8.8 containing 6 M urea, 30% (v/v) glycerol, 2% (w/v)
sodium dodecyl sulfate (SDS) and 0.002% (w/v) bromophenol blue. The strip was then
washed once with Tris-glycine-SDS buffer and transferred to a 12% (w/v) polyacrylamide gel
containing SDS (Laemmli, 1970). Standard molecular mass markers (12-225 kDa) were
electrophoresed in the same gel. The gel was stained with 0.02% (w/v) Coomassie Brilliant

Blue, destained, and analyzed using the ImageMaster software (GE Healthcare).
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2.5. Mass spectrometry analysis

The PgTI protein spot was excised from the 2-dimensional gel and submitted to in-gel
tryptic digestion as described by Pontual et al.(2017). MS/MS analysis was performed in ESI-
QUAD-TOF and the peptide spectra were compared with sequences of Viridiplantae proteins
(NCBInr database) using MASCOT (http://www.matrixscience.com). Peptides matching with

the contaminants keratin and trypsin were excluded. The analysis was performed in triplicate.

2.6. Determination of inhibition constant (Kj)

Dixon plot analysis was employed to determine K; for bovine trypsin (Segel, 1975).
Inhibition assays were performed using two BApNA concentrations (4 and 8 mM). Dixon
plots were generated using the reciprocal velocity (1/v) versus inhibitor concentration and the
intersection of the two regression lines for each BApNA concentration yielded the K;.

2.7. Effect of heating on trypsin inhibitor activity

PgTI samples were heated in a water bath for 15 min at different temperatures (30-60
°C). The heated PgTI samples were evaluated for trypsin inhibitor activity as described above.

An unheated sample of PgTI was also evaluated.

2.8. Antimicrobial activity

Bacterial strains (Escherichia coli UFPEDA-1015, Enterococcus faecalis UFPEDA.-
138, Micrococcus luteus UFPEDA-100, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-416, Serratia sp.
UFPEDA-398, Staphylococcus aureus UFPEDA-02 and Staphylococcus saprophyticus
UFPEDA-833) were provided by the culture collection (WDCM 114) of the Departamento de
Antibidticos from the Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil. Stored cultures of
Candida albicans (URM 5901), Candida parapsilosis (URM 6345), and Candida krusei
(URM 6391) were obtained from the culture collection University Recife Mycologia (URM),
Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brazil. Bacteria were
cultured in Mueller Hinton Agar (MHA) overnight at 37 °C and yeasts were cultured in

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) overnight at 28 °C. The densities of the microorganism
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cultures were adjusted turbidimetrically at a wavelength of 600 nm (ODggo) to 1 x 10° or 3 x
10° colony forming units (CFU) per mL in sterile saline (0.15 M NaCl).

Broth microdilution assays were performed to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) values. First, the sample is diluted in water serially. The culture medium
[Mueller Hinton Broth (MHB) for bacteria or Sabouraud Dextrose Broth (SDB) for yeasts]
was added with the same volume (40 pL) in all wells. The first row served as a control for
sterility and only contained culture medium. Next, 40 uL of PgTI (at a concentration of 0.6
mg/mL) was added to the third well, and a two-fold serial dilution was performed until the
last well in that row. Finally, the microorganism suspension (10 pL at 10® CFU/mL for
bacteria or 20 pL at 3 x 10° CFU/mL for yeasts) was added to all wells except the first well.
The second well, containing microorganism in the absence of PgTI, corresponded to the 100%
growth control. Microplates were incubated at 37 °C or 28 °C for bacteria and yeasts,
respectively. The ODgoo Was measured at time zero and after 48 h using a microplate reader.
MIC was defined as the lowest PgTI concentration able to reduce the optical density > 50%
compared with the 100% growth control.

For determination of the minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum
fungicidal concentration (MFC), aliquots (10 pL) from the wells containing PgTI
concentrations higher or equal to the MIC were inoculated into petri plates containing MHA
or SDA, and incubated for 24 h at 37 °C or 28 °C. The MBC and MFC corresponded to the
lowest concentration able to reduce the number of CFU by 99.9% compared to the initial
inoculum. Each assay was conducted in triplicate and three independent experiments were

performed.

2.9. Viability analysis

The viability of microbial cells treated with PgTI was evaluated by testing membrane
integrity using the Cell Viability Kit of BD Biosciences (San Jose, CA, USA). Isolates were
incubated as described in the previous section with PgTI at the MIC. The negative control was
prepared by adding distilled water instead of PgTI. For the positive control, cells were treated
with 70% (v/v) isopropyl alcohol for 1 h before analysis. Samples were centrifuged (10,000 g,
10 min, 25 °C) and the cell pellets were washed three times with 0.1 M PBS pH 7.0. Next, 42
UM thiazole orange (TO, 5 pL) and 4.3 mM propidium iodide (PI, 5 pL) were added to the

samples, vortexed, and incubated for 5 min at 25 °C. After this, 50 pL of a fluorescent bead
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suspension (BD Liquid Counting Beads) was added, and the mixture was vortexed for 30 s.
Data was acquired on a BD Accuri C6 cytometer (BD Biosciences) with an SSC threshold of
200 and stopped after gating 30,000 events for each sample. Analysis was performed using
the BD Accuri C6 Software. Results were presented as FL1 vs. FL3 dot plots and mean FL3
fluorescence (Pl staining).

2.10. Statistical analysis

Data were expressed as replicate means = standard deviation (SD). One-way ANOVA
(significance at p < 0.05) was conducted using Action 2.8.29.357.515 software (Estatcamp,
Brazil). Significant differences between the treatment groups were analyzed using Tukey's

test (significance at p < 0.05).

3. Results

The saline extract showed high viscosity, preventing the determination of protein
concentration and trypsin inhibitor activity. Thus, we employed gel filtration chromatography
to obtain a more workable preparation for protein purification. The chromatographic profile
on Sephadex G-100 showed a single protein peak, which was deemed P1 (Figure 1A).
Chromatography of P1 on a DEAE FF 16/10 column resulted in a single peak of adsorbed
proteins, eluted with 1.0 M NaCl (Figure 1B). Eluted fractions were pooled (PgTl) and
showed a specific activity higher than P1. Table 1 summarizes the results from the
purification of PgTIl. The high vyield (98%) following the second chromatography step
indicated that most of the proteins present in P1 bound to the ion exchange matrix.

Two-dimensional electrophoresis revealed PgTI as a single spot of 37.1 kDa and
isoelectric point (pl) 5.88 (Figure 1C). Tandem mass spectrometry (MS/MS) of peptides
derived from the in-gel tryptic digestion of the PgTI spot yielded 25 peptide matches (Table
2), but no similarities with Viridiplantae proteins were detected. Dixon plot analysis indicated
a K;j of 14 nM toward bovine trypsin. The trypsin inhibitor activity of PgTl was not
significantly altered at temperatures up to 50 °C, but was abolished at 60 °C.

PgTl inhibited the growth of E. coli, E. faecalis, M. luteus, P. aeruginosa, Serratia sp.,
S. aureus, and S. saprophyticus with MIC values ranging from 7.5 to 150 pug/mL (Table 3).
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However, the inhibitor was bactericidal only against E. coli (MBC of 75 pg/mL). PgTI also
only inhibited growth of C. krusei (MIC of 60 pg/mL) and no fungicidal effect was observed.
The viability of E. coli and C. krusei cells treated with PgTI at MIC was evaluated. Pl
staining (mean FL3 fluorescence) of E. coli treated with PgTI was not significantly different
(p > 0.05) than in the negative control, indicating that cells were viable (Figure 2A). For C.
krusei, the mean FL3 fluorescence in PgTI-treated cells was significantly higher (p < 0.05)
than in the negative control (Figure 2B), indicating cell permeabilization due to membrane
damage. The positive control had remarkably higher P1 staining (p < 0.05) than untreated cells

of both microorganisms.

4. Discussion

The plant species, P. gounellei, is part of the underestimated biodiversity from
Caatinga and was chosen to study in order to unravel the biochemical wealth of this region.
Furthermore, the recognized biotechnological potential of protease inhibitors encouraged us to
look at the presence of a bioactive protein from this class in P. gounellei.

The high viscosity of the saline extract was most likely due to the high carbohydrate
content of the plant tissue. Indeed, Nascimento et al. (2012) reported that P. gounellei
contains 5.7 g of carbohydrate per 100 g of stem, in contrast with a protein content of 0.4 g
per 100 g. Oliveira et al. (2018a) reported the presence of sugars in a saline extract from this
cactus using a similar methodology employed by us. Gel filtration chromatography was
effective in decreasing the viscosity, due to separation of proteins from high molecular mass
polysaccharides.

PgTl was effectively isolated using chromatographic methods and the pl value
demonstrated the anionic nature of this protein, corroborating with the adsorption to an anion-
exchanger (DEAE) matrix. PgTI showed higher affinity for trypsin than inhibitors from
Moringa oleifera flowers and Tecoma stans leaves (K; of 2.4 uM and 43 nM, respectively) but
lower than inhibitors from Entada acaciifolia (1.75 nM) and Enterolobium timbouva (0.5 nM)
seeds (Oliveira et al., 2012; Pontual et al., 2014; Patriota et al., 2016; Oliveira et al., 2018b).

Neutralization of trypsin inhibitor activity upon heating at 60 °C may be due to
denaturation of the PgTI domain responsible for inhibitory activity (McClements, 2004), as
well as protein aggregation (Chen et al., 2014), preventing the interaction of the reactive sites

with trypsin. Unlike PgTI, the activity of the trypsin inhibitor from Senna tora remained



45

unchanged until 60 °C, and inhibitors from Poincianella pyramidalis and Cassia grandis were
stable up to 70 °C and 80 °C, respectively (Guimaraes et al., 2014; Tripathi et al., 2014;
Brand&o-Costa et al., 2018). Despite this, PgTI still showed a relevant thermo-stability since
its activity was not affected until temperatures <50 °C.

The bacterial species evaluated here have medical relevance since they are known to
cause pneumonia, infections of the digestive and urinary tracts, as well as more severe
infections, such as endocarditis and bacteremia (Menezes et al., 2004; Kawalec et al., 2007;
Sartori et al., 2007; Scarpate et al., 2009; Kline et al., 2010). C. krusei is an emerging
nosocomial pathogen primarily found in immunocompromised patients and those with cancer
of hematologic-oncologic origin (lannaccone et al., 2018). The low MIC values detected in
the antimicrobial assay suggest that the inhibitor is a good bacteriostatic and fungistatic agent
against all susceptible species tested, except E. faecalis. The MBC/MIC ratio detected for
PgTI against E. coli was 2.0, showing the inhibitor as a bactericidal agent (Levison, 2004).
Interestingly, PgTI did not damage the integrity of E. coli cells at the MIC, which shows that
the bacteriostatic and bactericidal effects are well-differentiated regarding the inhibitor
concentration.

A protease inhibitor from Coccinia grandis leaves showed antibacterial activity
against S. aureus (MIC of 1.0 mg/mL), B. subtillis (MIC of 1.0 mg/mL) and K. pneumoniae
(MIC of 100 pg/mL), values higher than those detected here for PgTI. This inhibitor also
killed E. coli (MBC of 1.0 mg/mL; MIC of 0.63 mg/mL) and the authors suggested that it
may have induced channel formations on the bacterial membrane resulting in out flowing of
the cellular content (Satheesh and Murugan, 2011).

PgTI inhibited growth of C. krusei, but the MFC value (neutralization of 99.9% of
fungal cells) was not detected. Despite this, damage to the cell membrane was detected at the
MIC. The inhibitor from E. timbouva seeds was an antifungal agent against Candida
albicans, Candida tropicalis, and Candida buinensis, and also disturbed the integrity of the
plasma membrane (Oliveira et al., 2018b).

5. Conclusion

The stem of P. gounellei contains an anionic trypsin inhibitor stable to 50 °C and

active on medically important bacteria and fungus. Outcomes reported here reveal new
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insights into the biochemistry of P. gounellei, increasing the biotechnological value of this

plant.
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Figure captions

Figure 1. Purification of PgTl from the stem of P. gounellei. (A) Gel-filtration
chromatography (Sephadex G-100) of P. gounellei stem extract in 0.15 M NacCl. (B) lon
exchange chromatography of P1 on a DEAE FF 16/10 column equilibrated with 0.1 M Tris-
HCI pH 8.0 and eluted with 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 containing 1.0 M NaCl. The arrow

indicates the addition of eluent solution.

Figure 2. Flow cytometric analysis of the cell viability of Escherichia coli (A) and Candida
krusei (B) treated with PgTIl at the MIC. The negative control (NC) consisted of cells
incubated in the absence of inhibitor. Isopropyl alcohol (70%, v/v) was used as a positive
control (PC). FL1 vs FL3 dot plots are shown (counting beads are not shown). The bar charts
display mean fluorescence in the FL3 channel, which corresponds to the staining by
propidium iodide. Data are expressed as the mean * standard deviation (SD). Different letters

indicate significant differences (p < 0.05) between treatments.
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Table 1. Purification of the trypsin inhibitor from P. gounellei stem extract (PgTl).

Sample Total protein (mg) Specific activity (U/mg) Yield (%) Purification factor

P1 2.0 184 100 1

PgTI 1.96 373 98.0 2.02

P1: protein peak recovered following chromatography of stem extract on Sephadex G-100.
The purification corresponds to the ratio between the specific activity of PgTI and specific

activity of P1.



Table 2. Peptide matches and respective amino acid sequences obtained by MS/MS analysis

of PgTI after in-gel tryptic digestion.

Mass (Da) Sequence

823.4840 VATAPLPR
855.5104 LATVSLPR
865.4484 AVASYLSR
869.5266 NGAGVSLPR
880.5050 RPGVVVVR
898.5142 GAAKGSVGPR
912.5308 GLDGVSIPR
930.5044 GSIVNINSK
1021.5052 KNMPLTYR
1032.4990 ITLESVDEK
1089.5232 TGLIEWEDK
1101.5674 QESPATLRSN
1116.5630 EFLDIDLPR
1150.5890 SVVTQAANYAK
1163.5406 QKYEELVQK
1207.6102 TQITKAAGPPPK
1221.5856 AVEENLKEYK
1235.6012 YGEEIKIEQK
1321.6554 ALGRLNPSYAMN + Oxidation (M)
1358.7164 SIGDIDSLLADLK
1380.6306 ALEESNYELEGK
1421.6372 MAAFSGQLAEQNR
1437.6514 VLMARNYMEAPK + Oxidation (M)
1531.7936 FANLEKNQVAQDR

2267.0869 EYSVELDVREWASDEEVGR
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Table 3. Antimicrobial activity of the trypsin inhibitor from P. gounellei stem extract (PgTI).

Microorganisms MIC (ug/mL)* MBC/MFC (ug/mL)°
Bacteria

Escherichia coli 37.5 75.0
Enterococcus faecalis 150.0 ND
Micrococcus luteus 375 ND
Pseudomonas aeruginosa 18.7 ND
Serratia sp. 75 ND
Staphylococcus aureus 75 ND
Staphylococcus saprophyticus  18.7 ND
Fungi

Candida albicans ND ND
Candida krusei 60.0 ND
Candida parapsilosis ND ND

MIC: minimal inhibitory concentration, MBC: minimum bactericidal concentration, MFC:
minimum fungicidal concentration, ND: not detected. Concentration range used in both tests
(7.5 to 150 pg/mL).
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RESUMO

Estudo anterior indicou a presenca de moléculas capazes de inibir a tripsina em ramos de
Jacaranda rugosa, uma planta endémica da Caatinga. O presente trabalho teve como
objetivos isolar, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana do inibidor de tripsina de
ramos de J. rugosa (JrTl). JrTl foi purificado por fracionamento salino seguido de
cromatografia de afinidade em coluna de Tripsina-Agarose (fator de purificagdo: 300). SDS-
PAGE revelou uma Unica banda polipeptidica de aproximadamente 23 kDa. Cromatografia de
gel filtracdo indicou um unico pico proteico com massa molecular nativa de aproximadamente
27 kDa. JrTl mostrou ser uma proteina termossensivel, sendo detectada uma dréstica reducéo
de sua atividade inibidora de tripsina quando incubada a 50 °C. A atividade inibidora de
tripsina de JrTI foi maxima quando essa proteina foi incubada a pH 10,0 e reduzida quando
em pH é&cido. JrTI ndo demonstrou efeito bacteriostatico nas bactéricas testadas e apresentou
atividade antifangica somente contra Candida krusei com CMI de 150 ug/mL. O inibidor ndo
apresentou atividade fungicida. JrTl causou danos a permeabilidade da parede celular do
fungo. Em concluséo, o estudo confirmou a existéncia de um inibidor de tripsina em ramos de

J. rugosa. Os resultados estimulam outras analises visando seu uso como antifungico.

Palavras-chave: Jacaranda rugosa; inibidor de protease; atividade antifungica.
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INTRODUCAO

Inibidores de proteases sdo compostos que bloqueiam ou reduzem a atividade de
enzimas proteoliticas. Muitos desses inibidores sdo de natureza proteica, entretanto alguns
tipos de metabdlitos secundarios, como flavonoides, por exemplo, também podem interferir
na atividade de proteases (Pontual et al., 2012). Os inibidores proteicos podem se ligar ao sitio
ativo da enzima, atuando como inibidores competitivos ou podem interagir com outras regides
da molécula enzimatica, atuando como inibidores ndo-competitivos (Napoledo et al., 2018).
Em plantas, os inibidores de natureza proteica sdo expressos com a finalidade de controlar a
atividade proteolitica enddgena, bem como parte dos mecanismos de defesa contra patégenos
e predadores (Li et al., 2017).

A tripsina é uma endopeptidase do grupo das serinoproteases, encontrada no sistema
digestivo de vertebrados, sendo também expressa por micro-organismos, como fungos, e por
invertebrados, como moluscos e insetos (Bahgat et al., 2002; Barata et al., 2002;
Bhattacharyya et al., 2007). Inibidores de tripsina podem apresentar atividades antiviral,
antitumoral (Fang et al., 2015), antiprotozoario (Pontual et al., 2017) , antibacteriana (Bezerra
et al., 2016) e antifungica (Patriota et al., 2016), sendo fortes candidatos a agentes
terapéuticos (Dang et al., 2015).

Alguns fungos e bactérias sdo de grande importancia médica por causarem diversos
tipos de infeccBes, principalmente em boca, olhos e mucosa genital, assim como infeccGes
sistémicas em pacientes imunodeprimidos, portadores do HIV ou com céancer (Papon et al.,
2013). A resisténcia dos fungos aos quimioterapicos atualmente utilizados tem sido descrita e
essa problematica estimula a busca por novos agentes antifungicos (Sobel & Akins, 2017).
Jacaranda rugosa A. H. Gentry, conhecida como Pindaiba-do-cerrado ou Pindaibinha, é uma
arvore endémica do Brasil, distribuida nos Estados de Pernambuco e Bahia, sendo restrita ao
bioma Caatinga, onde se desenvolve em solos arenosos e pedregosos (Malafaia et al., 2018).
Do ponto de vista terapéutico, uma infusdo em agua ou maceragdo em alcool das folhas de J.
rugosa sao utilizadas no tratamento contra sifilis e Glceras (Silva et al., 2014). Estudo prévio
demonstrou a presenca de inibidor de tripsina em ramos J. rugosa (Arcoverde et al., 2014). A
regido semiarida do estado de Pernambuco é dotada de grande numero de recursos, 0s quais
tém sido utilizados pela populacéo, mas pouco explorados biotecnologicamente. Dessa forma,
a ampliacdo de acOes objetivando a bioprospeccdo bioquimica de plantas encontradas nessa

regido é de extrema importancia.
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O objetivo do presente estudo foi isolar e caracterizar o inibidor de tripsina presente
nos ramos de J. rugosa (do inglés JrTl, J. rugosa trypsin inhibitor) e avaliar sua agéo

antibacteriana e antifungica frente a espécies de importancia médica.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Ramos de Jacaranda rugosa foram coletados no municipio de Buique, estado de
Pernambuco, nordeste do Brasil, sob autorizacdo (nimero 16806) do Instituto Chico Mendes
de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIio) do Ministério do Meio Ambiente. O acesso foi
registrado (AO8E18B) no Sistema Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). Os ramos foram secos a 28 °C por 3 dias e,
em seguida, triturados em multiprocessador. Depois, o material vegetal pulverizado foi

armazenado a -20° C.

Purificacdo de JrTlI

O pé dos ramos foi homogeneizado por 16 h a 28 °C em NaCl 0,15 M, na proporcéo de
a 10% (p/v), usando um agitador magnético. O homogenato foi filtrado utilizando um papel
filtro e o material filtrado foi tratado com carvao ativado (10%, p/v, Reagen, Parana, Brasil) e,
apos nova filtracdo, o filtrado correspondeu ao extrato de ramos. A concentracdo de proteinas
do extrato foi determinada de acordo com Lowry et al. (1951) utilizando curva padréo de
albumina sérica bovina (31,25-500 pg/mL). Atividade inibidora de tripsina foi avaliada como
descrito na proxima secéo.

Posteriomente, o extrato foi tratado com sulfato de amoénio a 40% de saturagdo (Green
& Hughes, 1955) por 4 h a 28 °C. A fracdo de proteinas precipitadas (FP) e a fracdo
sobrenadante (FS) foram coletadas ap6s centrifugacao (15 min, 8.000 g, 4°C) e dialisados em
agua destilada (4 h) e Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 (4 h) para avaliacdo quanto a concentracdo de
proteinas e atividade inibidora de tripsina. FP (1 mL; 0.1 mg de proteinas) foi submetida a
cromatografia de afinidade em coluna de Tripsina-Agarose (4.5x1.0 cm) previamente
equilibrada com Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo CaCl, 0,02 M a um fluxo de 6,0 mL/min.

Apbs etapa de lavagem, as proteinas adsorvidas foram eluidas com KCI-HCI 0,1 M pH 2,0.
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Fracdes de 2 mL foram coletadas em tubos de ensaio e monitoradas a uma absorbancia a 280
nm utilizando o espectofotometro GeneQuant™ 1300 (GE Healthcare, GE Healthcare Bio-
Sciences Corp., Piscataway, NJ). As fracGes de proteinas adsorvidas com absorbancia maior
que 0,100 foram reunidas e o pool (JrTl) foi dialisado em agua (4 h), liofilizado,
ressuspendido em tampdo Tris e avaliado quanto a concentracdo de proteinas e atividade
inibidora de tripsina.

O pico de proteinas ndo adsorvidas e JrTl (250 pg de proteinas) foram avaliados
quanto ao perfil proteico em condi¢Ges desnaturantes através de eletroforese em gel de

poliacrilamida na presenca de sulfato sddico de dodecila, SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Atividade inibidora de tripsina

Ensaio de inibicdo da atividade hidrolitica da tripsina foi realizado em placa de
microtitulacdo. Aliquota da enzima (5 pL a 0,1 mg/mL em tampd&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0
contendo CaCl, 0,02 M) foi adicionada a po¢o da microplaca contendo 5 pL do substrato N-
abenzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) e diferentes volumes da amostra a ser avaliada
(20, 30 e 50 pL). O volume de cada poco foi ajustado para 200 pL com tampéo Tris-HCI 0,1
M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M. Foram realizados controles do substrato (auséncia da
enzima e amostra), da amostra (1: auséncia da enzima; 2: auséncia da enzima e substrato) e
enzima 100% (auséncia da amostra). A absorbancia a 405 nm foi determinada antes e apds
incubacdo do teste a 37 °C por 30 min. A inibicdo foi medida pela atividade residual da
enzima e expressa em relacdo a hidrolise do substrato promovida na auséncia das amostras
avaliadas. Uma unidade de atividade inibidora de tripsina foi definida como a quantidade de
inibidor que reduz a absorbancia a 405 nm em 0,01 durante 30 min (Oliveira et al. 2012).
Atividade especifica foi definida pela razdo entre o nimero de unidades e a quantidade de

proteinas (mg).

Determinacdo da massa molecular nativa

A massa molecular nativa do inibidor foi determinada através de cromatografia de gel
filtracdo em coluna Hiprep 16/60 Sephacryl™ S-100 HR (60 cm x 16 mm) acoplada ao
sistema AKTA Prime (GE Healthcare) e equilibrada com NaCl 0,15 M a um fluxo de 0,5
mL/min a 24 °C. A amostra (200 pg) foi injetada e eluida (fragdes de 3,0 mL) com NaCl 0,15



59

M. Marcadores de massa molecular (albumina sérica bovina, 66 kDa, fetuina, 64 kDa,
ovoalbumina, 45 kDa, inibidor de tripsina de clara de ovo do tipo Ill, 28 kDa, e tripsina, 25

kDa) foram similarmente cromatografados.

Ensaios de estabilidade em diferentes condic¢des de temperatura e pH

Amostras de JrTI foram aquecidas em aquecedor elétrico por 30 min em diferentes
temperaturas (30, 50, 70 e 90° C). Apds aquecimento, as amostras foram avaliadas quanto a
atividade inibidora de tripsina como descrito acima. Para avaliagdo da estabilidade de JrTl em
diferentes condic¢des de pH, o inibidor foi incubado por 30 min em tampdes em diferentes
valores de pH (tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 3,0 a 6,0, tampéo fosfato de sddio 0,1 M pH
7,0 ou Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 ou 10,0). Apos incubacdo, as amostras foram avaliadas quanto

a atividade inibidora de tripsina.

Anadlises fluorimétricas

Os efeitos do pH e temperatura na conformacdo de JrTl foram avaliados por analise
fluorimétrica usando a sonda extrinseca bis-ANS [(bis (8-anilinonaftaleno-1-sulfonato))], que
emite fluorescéncia quando se liga a regides hidrofobicas rodeadas por residuos positivamente
carregados. As medidas de fluorescéncia utilizaram as seguintes amostras de JrTl (2,0 uM):
JrTI incubada em pH 4,0, 6,0, 8,0, 10,0 com os mesmos tampdes descritos acima e JrTlI
previamente incubado por 30 min a diferentes temperaturas (30 a 100 °C). As amostras foram
transferidas para uma cubeta de quartzo (10 x 10 mm caminho da luz; Hellma GmbH & Co.
KG, Alemanha) e depois incubadas com excesso molar de 50 vezes de bis-ANS no escuro. Os
espectros de fluorescéncia bis-ANS foram registados num espectrofluorimetro Jasco FP-6300
(Jasco Corporation, Japdo) a 25 °C, definindo o comprimento de onda de excitagdo a 360 nm
e a emissdo na gama de 400 a 600 nm. A ligacdo de bis-ANS foi avaliada por area de
intensidade de fluorescéncia em unidades arbitrarias. Os espectros exibidos nas figuras sdo as
médias de cinco varreduras e os sinais foram corrigidos subtraindo-se o espectro da solucdo

com agua.
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Ensaio de atividade antimicrobiana

Bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis UFPEDA-438, Staphylococcus aureus
UFPEDA-02) e Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae UFPEDA-396, Escherichia coli
UFPEDA-1015, Salmonela enterica serovar. Enteritidis-UFPEDA-414) foram fornecidas pela
colecdo de culturas do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Brasil. As culturas armazenadas de Candida albicans (URM 5901),
Candida tropicalis (URM 6551), Candida parapsilosis (URM 6345) e Candida krusei (URM
6391) foram obtidas da colecdo de culturas da Universidade Recife Mycologia (URM),
Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. As bactérias foram
cultivadas em Mueller Hinton Agar (MHA) durante a noite a 37 °C e leveduras foram
cultivadas em Sabouraud Dextrose Agar (SDA) durante a noite a 28 °C. As densidades das
culturas de microrganismos foram ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de onda
de 600 nm (OD600) a 1 x 10%(bactérias) ou 3 x 10°(leveduras) unidades formadoras de
colénia (UFC) por mL em solucéo salina estéril (NaCl 0,15 M).

Os ensaios de microdiluicdo em caldo foram realizados para determinacao dos valores
da concentracdo minima inibitéria (CMI). Primeiro, a amostra foi diluida seriadamente em
agua. O meio de cultura [Caldo Mueller Hinton (MHB) para bactérias ou Caldo Sabouraud
Dextrose (SDB) para leveduras] foi adicionado com o mesmo volume (40 pL) em todos os
pocos. A primeira fileira serviu de controle para esterilidade e apenas continha meio de
cultura. Em seguida, 40 pL de JrTI (a uma concentracdo de 0,1 mg / mL) foi adicionado as
placas de ambos o0s testes, e uma diluicdo em série de duas vezes foi realizada até o ultimo
poco. Finalmente, a suspensdo de microrganismos (10 pl a 108 UFC / mL para bactérias ou 20
uL a 3 x 10° UFC / mL para leveduras) foi adicionada a todos os pogos, exceto o primeiro
poco. O segundo pocgo, contendo microrganismo na auséncia de JrTl, correspondeu ao
controle de 100% do crescimento. As microplacas foram incubadas a 37 °C ou 28 °C para
bactérias e leveduras, respectivamente. O ODggo foi medido no tempo zero e apos 24 h para
bactérias e 48 h para fungos usando um leitor de microplacas. A CMI foi definida como a
menor concentragao de JrTl capaz de reduzir a densidade 6ptica > 50% em comparagdo com o
controle de 100% do crescimento.

Para determinag&o da concentracdo minima bactericida (CMB) e concentragdo minima
de fungicida (CMF), aliquotas (10 pL) dos pogos contendo concentra¢es de JrTl maiores ou

iguais as CMI foram inoculadas em placas de petri contendo MHA ou SDA, e incubadas por
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24 h a 37 °C para bactérias ou 48 h a 28 °C para leveduras. O CMB e o CMF corresponderam
a menor concentracdo capaz de reduzir o nimero de UFC em 99,9% em relagdo ao inoculo
inicial. Cada ensaio foi realizado em triplicata e trés experimentos independentes foram

realizados.

Anélise de morte celular

A inducdo de morte celular por JrTl foi avaliada utilizando o FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit | da BD Biosciences (San Jose, CA, EUA). C. krusei foi cultivada na
auséncia (controle) ou na presenca de JrTl na CMI por 16 h. Ap6s centrifugagdo (10 000 g, 10
min, 25 ° C) e rejeitando o sobrenadante, 1,0 mL de PBS foi adicionado ao precipitado. As
células foram ressuspensas e novamente centrifugadas nas mesmas condi¢cdes. O sedimento
foi ressuspenso em 100 pL de um tampéo de ligagdo (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM,
KCI 5 mM, MgCl, 1 mM e CaCl;, 1,8 mM) e adicionou-se anexina VV (AnnV) conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC ) (1:500) e iodeto de propidio (IP, 20 pg/mL). A
citometria de fluxo foi realizada no citometro BD Accuri C6 (BD Biosciences), coletando-se
um minimo de 20.000 eventos. A andlise foi realizada usando o software BD Accuri C6. As
celulas AnnV-/IP+ foram consideradas necrdticas e as células AnnV+/IP— foram
consideradas nos estagios iniciais da apoptose. Duplo negativos foram considerados células
viaveis. As células com coloracdo AnnV+/Pl+ podem estar no estagio final da apoptose,

sofrendo necrose ou ja estarem mortas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de plantas da Caatinga vem aumentando progressivamente nos Gltimos anos,
visto que séo bastante utilizadas pela populacéo para diversos fins terapéuticos, mas a maioria
das espécies ainda ndo é caracterizada quanto a sua constituicdo quimica e/ou atividades
bioldgicas (Ribeiro et al., 2014). O presente trabalho visou investigar a espécie J. rugosa
devido a escassez de estudos relativos a atividades bioldgicas dessa planta. Além disso,
Arcoverde et al. (2014) descreveram a existéncia de inibidor de tripsina em ramos de J.
rugosa, o que instigou a purificacdo dessa biomolécula.

Durante o processo de extracdo, a preparacdo obtida logo apo6s a primeira etapa de

filtracdo apresentou coloracéo intensa, o que impossibilitou a anélise da atividade inibidora de
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tripsina e dosagem da concentracdo de proteinas. Entdo, para reduzir a coloracéo, foi utilizado
0 carvado ativado, um material com a capacidade de promover clarificacdo de materiais
vegetais. A concentracdo de proteinas do extrato de ramos de J. rugosa, obtido apos o
tratamento com o carvéo, foi de 0,534 mg/mL. Esse extrato foi capaz de reduzir a atividade de
tripsina em 41%, sendo a atividade especifica de 0,4 U/mg.

A forte pigmentagdo na preparacdo obtida inicialmente a partir dos ramos de J. rugosa
ocorreu, provavelmente, pela grande quantidade de metabdlitos secundarios, dentre eles
taninos. O tratamento com carvao ativado foi eficiente em separar proteinas bioativas dos
pigmentos, uma vez que apos essa etapa foi possivel determinar a concentracdo de proteinas e
atividade inibidora de tripsina do extrato. Essa técnica também foi efetiva na clarificacdo de
extrato salino de folhas de S. terebinthifolia visando a purificacdo de lectina (Gomes et al.,
2013).

As proteinas presentes no extrato com acédo inibidora de tripsina foram precipitadas na
faixa de saturacdo 0-40%, uma vez que FP reduziu a atividade da tripsina em 76% e
apresentou atividade especifica de 48 U/mg (fator de purificacdo: 120). Contudo, FS ndo
apresentou atividade inibidora de tripsina. FP foi entdo cromatografada em coluna de
afinidade e seu perfil cromatogréafico (Figura 1A) apresentou dois picos: um primeiro
contendo proteinas ndo adsorvidas (P1) e um segundo pico (P2, fracGes) de proteinas
adsorvidas eluidas com tampdo KCI-HCI 0,1 M pH 2,0. P1 ndo foi capaz de reduzir a
atividade da tripsina, entretanto P2 causou reducdo da atividade enzimatica da tripsina em
70%. SDS-PAGE (Figura 1B) revelou uma série de bandas polipeptidicas em P1 enquanto P2
apresentou uma banda polipeptidica de aproximadamente 23 kDa; sendo assim, P2 foi
denomimado como JrTl, correspondendo ao inibidor de tripsina purificado. Cromatografia de
gel filtracdo indicou um unico pico proteico com massa molecular nativa de aproximadamente
27 kDa (Figura 1C), confirmando os resultados obtidos em SDS-PAGE. JrTI apresentou uma
atividade especifica de 120 U/mg, correspondendo a um fator de purificacdo de 300 em
relacdo ao extrato. A Tabela 1 sumariza os resultados da purificacdo do inibidor. A queda de
rendimento proteico observada esta relacionada com a exclusdo de outras proteinas que nao
eram de interesse ao longo do processo, tanto no fracionamento salino como na etapa
cromatografica.

JrTI mostrou ser uma proteina termossensivel, sendo detectada uma dréstica reducéo
de sua atividade inibidora de tripsina quando incubada a 50 °C (Figura 2A). A atividade

inibidora de tripsina foi neutralizada nas demais temperaturas avaliadas (70 e 90 °C). O
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acompanhamento de alteragOes estruturais utilizando a sonda bis-ANS revelou que JrTI sofreu
modificacOes estruturais provavelmente em regides proximas ao seu sitio ativo, alteragdo esta
evidenciada com o aumento na intensidade da fluorescéncia quando JrTl foi incubado a
temperaturas entre 40 e 90 °C, em comparacdo a curva obtida para 30 °C (Figura 2B). Esses
resultados indicam que JrTl ndo sofreu desenovelamento nessas condigOes, ocorrendo
somente um maior fechamento dos sitios hidrofébicos. Apesar disso, as alteracdes
conformacionais foram suficientes para que a proteina perdesse a atividade inibidora de
tripsina. Elevado grau de desenovelamento de JrTl foi observado somente na amostra
incubada a 100 °C, como indicado pela grande reducdo da intensidade de fluorescéncia
(Figura 2B). JrTI apresentou maior sensibilidade a temperatura comparado a outros inibidores
de protease como o de Capsicum frutescen, estavel até 60 °C, e de Pseudostellaria
heterophylla, estavel até 70 °C (Cai et al., 2018; Mohan et al., 2018).

A atividade inibidora de tripsina de JrTI foi méxima quando essa proteina foi incubada
a pH 10,0 e reduzida quando em pH acido (Figura 2C). Essas alteracdes provavelmente estdo
relacionadas a mudancas conformacionais relacionadas ao sitio ativo do inibidor ou
modificagdes de menor repercussao na estrutura global da proteina, uma vez que a analise
fluorimétrica utilizando bis-ANS néo revelou alteragdes significativas nas curvas obtidas em
pH 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 (Figura 2D). Outros inibidores de tripsina isolados de plantas
demonstram estabilidade em uma ampla faixa de pH, assim como inibidores de Entada
acaciifolia e Catanduva (Oliveira et al., 2012; Cruz et al., 2013).

O teste de atividade antimicrobiana com espécies de importancia médica mostrou que
JrTI ndo apresentou atividade contra nenhuma das bactérias testadas, mas inibiu o
crescimento de C. krusei com CMI de 150 ug/mL. O inibidor ndo apresentou atividade
fungicida. O ensaio em citometria de fluxo revelou que a incubagdo com JrTI causou danos a
permeabilidade da parede celular do fungo, como indicado pela marcacdo com iodeto de
propideo, mas ndo induziu morte celular da Candida por apoptose (Figura 3).

Proteinas capazes de inibir o crescimento de microorganismos tém sido descritas
(Bezerra et al., 2016). A inibicdo do crescimento de C. krusei pode ser devido a interacdo de
JITI com proteases flangicas ou danos causados na membrana celular, alterando sua
permeabilidade (Paiva et al., 2013; Macedo et al., 2016; Majchrzak-Gorecka et al., 2016).
Macedo et al. (2016) descreveram que inibidor de tripsina de sementes de Inga laurina inibiu

completamente o crescimento de C. tropicalis (CMI de 250 pg/ml) e C. buinensis (CMI de
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250 pg/ml), provavelmente pela inibicdo de proteinases responsaveis pela sintese de

componentes fungicos.

CONCLUSAO

O estudo confirmou a existéncia de um inibidor de tripsina em ramos de J. rugosa, 0
qual pode ser purificacdo por fracionamento salino e cromatografia de afinidade. Ainda, o
inibidor interage de forma diferente com a tripsina quando submetido a diferentes faixas de
pH e temperatura. Essas condi¢des provavelmente atingem aminodcidos diferentes na
proteina, desfazendo também interacGes distintas. JrTl apresentou atividade fungistatica

contra C. krusei, 0 que estimula outras andlises visando seu uso como antifingico.
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Figuras

Figura 1. Purificacdo de inibidor de tripsina de ramos de Jacaranda rugosa. (A)
Cromatografia da fracdo precipitada 0-40% em coluna de Tripsina-Agarose. (B) SDS-PAGE
dos padrdes de massa molecular (1), P1 (2) e JrTI (3). A seta indica uma banda polipeptidica
de 23 kDa encontrada em P2. (C) Cromatografia de gel filtragdo em coluna Hiprep Sephacryl
S-100 HR.

Figura 2. Efeitos do aquecimento e da variagéo de pH na estabilidade de JrTl. (A) Atividade
inibidora de tripsina de JrTl incubada em diferentes temperaturas. (B) Espectros de
fluorescéncia da sonda bis-ANS quando incubado com JrTl previamente aquecido. (C)
Atividade inibidora de tripsina de JrTl incubada em diferentes valores de pH. (D) Espectros
de fluorescéncia da sonda bis-ANS quando incubado JrTI foi incubado em pH 4,0, 6,0, 8,0 e
10,0.

Figura 3. Analise por citometria de fluxo da ocorréncia de apoptose ou necrose em células de
Candida krusei tratadas ou ndo com JrTl na CMI. Quadrante UL: células marcadas com
iodeto de propideo (necréticas). Quadrante LR: células marcadas com anexina V

(apoptdticas). Quadrante UR: células duplamente marcadas (necrose ou apoptose tardia).
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Tabela 1. Sumario da purificacao do inibidor de tripsina de ramos de J. rugosa (JrT1).

Amostra Proteina Atividade especifica Rendimento
Fator de
(mg) (U/mg)? (%)° purificagio®
Extrato 0,534 0,4 100 1
FP 0,122 48,0 22,8 120
JITl 0,1 120,0 18,0 300

FP corresponde a fracdo de proteinas precipitadas na faixa de saturacdo de 0-40%, JrTI corresponde
ao pico de proteinas adorvidas em coluna de tripsina-agarose. A atividade especifica foi
determinada como a razdo entre a atividade inibidora de tripsina (U) e a quantidade de proteinas
(mg). O rendimento correspondeu a quantidade de proteina do extrato recuperada apds a
purificacdo. O fator de purificacdo foi medido como a razao entre a atividade especifica da etapa e a
atividade especifica do extrato.
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Resumo

Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) € uma arvore endémica do Brasil, restrita ao bioma
Caatinga. O presente trabalho teve como objetivo avaliar extratos etandlicos de ramos e folhas
de J. rugosa quanto ao perfil fitoquimico (através de cromatografia de camada delgada, CCD,
e cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE) e as atividades antibacteriana (método de
diluicio em caldo), antioxidante (contra os radicais livies DPPH e ABTS") e anti-inflamatoria
(modelo de peritonite induzida pela carragenina em camundongos). Ainda, os extratos foram
avaliados quanto a toxicidade aguda por via oral (2000 mg/kg). A analise por CCD identificou
a presenca de flavonoides e esteroides nos extratos de ramos e folhas. As analises por CLAE-
DAD evidenciaram a presenca de rutina no extrato de folhas e de rutina, quercetina e
hiperosideo no extrato de ramos. Adicionalmente, foi identificada a presenca de
fenilpropanoides nos extratos. O extrato de folhas apresentou atividade bacteriostatica contra
Escherichia coli (CMI: 10 mg/mL) e Streptococcus pyogenes (CMI: 20 mg/mL). Ja o extrato
de ramos inibiu o crescimento de E. coli (CMI: 5 mg/mL). Os extratos foram ativos contra
DPPH (ICs de 17,04 e 9,37 pug/mL para ramos e folhas, respectivamente) e ABTS" (ICsp de
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16,39 e 9,10 pg/mL para ramos e folhas, respectivamente). No teste de toxicidade aguda,
nenhuma morte e alteracfes em pardmetros fisioldgicos, bioquimicos e hematoldgicos foram
detectadas. No teste de peritonite, os extratos de ramos e folhas (200 mg/kg, via oral)
reduziram significativamente a migracdo celular de leucdcitos para o exsudato peritoneal. Os
resultados obtidos valorizam a espécie J. rugosa como fonte de recursos farmacoldgicos para
o0 homem. Estudos futuros sdo necessarios para evidenciar quais compostos apresentam as

atividades bioldgicas detectadas, assim como quais sdo 0s seus mecanismos de agéo.

Palavras-chave: jacaranda; peritonite; toxicidade aguda; radicais livres.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o0 homem tem dado atencdo especial aos vegetais com potencial
farmacoldgico para a cura de doencas. A descoberta de novas espécies de plantas com acdo
terapéutica ou a confirmacéo das propriedades descritas popularmente tem suma importancia,
visto que muitos dos medicamentos utilizados apresentaram diversos efeitos colaterais e/ou
eficacia limitada (Santos-Lima et al., 2016; Silva et al., 2014). Metabdlitos secundarios séo
compostos produzidos pelos vegetais para garantir sua propagacdo e sobrevivéncia,
principalmente na defesa contra herbivoros, patdgenos ou competidores. Diversos estudos
descrevem as mais variadas atividades bioldgicas de metabdlitos secundarios e apontam a
utilizacdo desses compostos como farmacos comerciais (Ribeiro et al., 2014).

O bioma Caatinga, localizado na regido nordeste do Brasil, apresenta clima quente e
seco com uma elevada diversidade de vegetagdo (Rodal & Nascimento, 2006).
Consequentemente, ha uma grande variedade de metabdlitos secundarios sendo produzidos
por essas plantas, muitos deles com caracteristicas estruturais unicas. Plantas da Caatinga tém
demonstrado seu potencial em testes bioldgicos, como na prevencdo de aderéncia e
crescimento bacteriano (Trentin et al., 2011), reducdo da inflamacéo, lipoperoxidacdo e
hiperalgesia em ratos (Santana et al., 2012) e na inibi¢cdo de agentes oxidantes (Torres et al.,
2018).

Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) é uma arvore endémica do Brasil, ocorrendo nos
Estados de Pernambuco e Bahia, sendo restrita ao bioma Caatinga, onde se desenvolve em
solos arenosos e pedregosos (Gentry, 1992). Do ponto de vista terapéutico, J. rugosa é

utilizada popularmente contra sifilis e ulceras (Silva et al., 2014) e apresentou atividade
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antibiofilme contra Staphylococcus epidermidis e inibiu o crescimento de Pseudomonas
aeruginosa (Silva et al., 2014; Otto, 2009).

O contexto descrito acima estimula a avaliacdo de novas atividades biologicas de J.
rugosa. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar extratos etandlicos de
ramos e folhas de J. rugosa quanto ao perfil fitoquimico e as atividades antibacteriana,
antioxidante e anti-inflamatoria. Adicionalmente, foi avaliada a toxicidade aguda dos extratos

para camundongos.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Ramos e folhas de J. rugosa A. H. Gentry foram coletados no municipio de Buique,
Pernambuco, de acordo com autorizagdo n° 16806 (SISBIO) do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio). Ambos foram secos a 28 °C por 3 dias e, em
seguida, triturados separadamente em multiprocessador. Por fim, os materiais foram estocados

em po a -20°C.

Preparo dos extratos etanélicos

Os extratos etandlicos foram preparados conforme descrito por Sousa et al. (2007).
Alcool etilico absoluto (99,5%) foi adicionado aos materiais vegetais em p6 na proporgéo de
5% (p/v). Apds 48 h de incubacédo e filtracdo, os extratos foram obtidos e o solvente foi
removido por evaporacdo rotativa. O rendimento dos extratos foi calculado pela expressao:

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100.

Analise por Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos etandlicos de ramos e folhas de J. rugosa (2,4 mg de cada) foram diluidos
com 2 mL de metanol e levadas ao ultrassom durante 10 min para completa solubilizag&o. As
amostras e o0s padrbes (1 mg/mL) foram aplicados de forma manual em placas
cromatograficas de silica gel 60 - Fass (Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram

desenvolvidas em cubas apos saturacdo com a fase movel (Quadro 1). A cuba foi saturada
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durante 15 minutos, aproximadamente, a temperatura ambiente. As bandas foram aplicadas
com largura de 5 mm e com uma disténcia entre elas e das bordas das placas de 5 mm. As
amostras foram aplicadas a 5 mm da origem e com término 5 mm do final da placa. Apés a
eluicdo das placas as mesmas foram secas a temperatura ambiente, e observadas sob luz
ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel, para em seguida serem digitalizadas. Na sequéncia
foram reveladas com reagentes especificos para cada metabdlito como mostra o Quadro 1. Por

fim, as bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrfes correspondentes.

Quadro 1 - Sistemas, reveladores e padrdes utilizados.

Classe de Metabdlito Sistema Revelador Padréo
Polifenois (Taninos 90:5:5 NEU + PEG Acido galico
Hidrolisaveis)
Taninos condensados 90:5:5 Vanilina cloridrica Catequina
Flavonoides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
Derivados Cinamicos 90:5:5 NEU + PEG ’Acido Cafeico e
Acido Clorogénico
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard + A B-Sitosterol
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26 | Lieberman-Burchard+ A Escina
Acucares redutores 50:20:10:10 | Timol + H,SO4 10% + A D-frutose
Alcaloides 50:6,75:5 Dragendorf Nitrato de
pilocarpina
Antraguinonas 50:6,75:5 HNO3 + KOH10% Senosideo A

Sistemas: 90:5:5 — Acetato de etila: acido formico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato; 50:50:50
— Eter etilico: acetato de etila: acido acético 10% (saturacdo); 100:11:11:26 — Acetato de
etila: 4cido acético: acido férmico: agua; 50:20:10:10 — Acetato de etila: acido acético: acido

formico: agua; 50:6,75:5 — Acetato de etila: metanol: agua.
Analise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Preparo das solucdes
Para preparacdo das solugdes estoque, as amostras (2,4 mg de cada) foram diluidas

com 2 mL de metanol e levadas ao ultrassom durante 10 minutos para completa solubilizag&o.

Das solugdes-estoque, foram retiradas aliquotas de 0,25 mL para um baldo volumétrico de 5
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mL, sendo o volume completado com &gua ultrapura (Purelab® Elga LabWater, EUA.
Depois, a solucdo foi filtrada em filtro de PVDF 0,45 pm. Os padrbes de flavonoides
(vitexina, rutina, quercetina e hiperosideo) e derivado cinamico (acido cafeico) foram pesados
e diluidos para 10 mL em metanol (grau HPLC, Tedia). Destas solucGes, aliquotas foram
transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, completando-se o volume com A&gua
ultrapura. Em seguida, as solucbes finais foram filtradas em filtro de PVDF 0,45 pm.
Também foram preparadas uma solucdo contendo amostras+padrdes para confirmar a

presenca dos compostos.
CondicGes cromatogréficas

A andlise por CLAE foi realizada num sistema HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher
Scientific, EUA), acoplado a um detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher
Scientific) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientific),
desgaseificador e amostrador automatico equipado com um loop de 20 pL (ACC-3000,
Thermo Fisher Scientific). O comprimento de onda foi fixado em 270 nm e 350 nm para a
deteccdo de taninos hidrolisaveis e flavonoides, respectivamente. As separacGes
cromatograficas foram obtidas com uma coluna Cig (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 pm) Dionex®
(EUA) equipada com pré-coluna (Cyg de 4 mm x 3,9 m; Phenomenex®). As separages foram
efetuadas a temperatura de 26 °C. A fase movel foi constituida por agua ultrapura (A) e
metanol (B), ambos acidificados com é&cido trifluoroacético a 0,05%, e fluxo ajustado a 0,7
mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado como segue: 0-10 min, 5-20% de B; 10-15
min, 20-25% de B; 15-18 min, 25-40% de B; 18-25 min, 40-80% de B; 25-30 min, 80% de B;
30-34 min, 80-5% B. Para a andlise e processamento dos dados, o software Chromeleon 6.8
(Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA) foi utilizado.

Ensaio de atividade antibacteriana

Bactérias (Escherichia coli UFPEDA-1015, Salmonella enterica serovar. Enteritidis
UFPEDA-414, Staphylococcus aureus UFPEDA-02, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-
416, Streptococcus pyogenes UFPEDA-07) foram fornecidas pelo Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os microoganismos foram cultivadas

em Mueller Hinton Agar (MHA) durante a noite a 37 °C. A densidade da cultura foi ajustada
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turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600 nm (ODegg) a 1 x 10° (bactérias)
unidades formadoras de colénia (UFC) por mL em solucéo salina estéril (NaCl 0,15 M).

Os ensaios de microdiluicdo em caldo foram realizados para determinacao dos valores
da concentracdo minima inibitoria (CMI). Primeiro, a amostra foi diluida seriadamente em
agua. O meio de cultura [Caldo Mueller Hinton (MHB)] foi adicionado com o mesmo volume
(40 pL) em todos os pocos. A primeira fileira serviu de controle para esterilidade e apenas
continha meio de cultura. Em seguida, 40 pL dos extratos de ramos e folhas de J. rugosa
foram adicionados as placas dos testes antibacterianos separadamente, e uma diluicdo em
série de duas vezes foi realizada até o Gltimo poco. Finalmente, a suspensdo bacteriana (10 pl
a 108 UFC / mL) foi adicionada a todos os pogos, exceto o primeiro poco. O segundo pogo,
contendo as bactérias na auséncia dos extratos de J. rugosa, correspondeu ao controle de
100% do crescimento. Depois, as microplacas foram incubadas a 37 °C e 0 ODggo foi medido
no tempo zero e ap6s 24 h usando um leitor de microplacas. A CMI foi definida como a
menor concentragcdo dos extratos capaz de reduzir a densidade optica > 50% em comparagao
com o controle de 100% do crescimento (Amsterdam, 1996).

As concentracdes minimas bactericidas (CMB) foram determinadas a partir do ensaio
de microdiluicdo. Aliquotas dos pocos correspondentes as concentragdes > CMI e do pogo
controle de crescimento foram transferidas para placas de petri contendo Agar Mueller Hinton
e incubadas por 24 h a 37 °C. CMB correspondeu a menor concentracdo que reduziu o

namero de CFU em pelo menos 99,9% em comparacao ao inoculo inicial.

Atividade antioxidante

Ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

Os extratos etanolicos foram testados em concentragdes variando de 15,62 a 1000
ug/mL. Acido ascorbico (0,3 a 5 pg/mL) foi utilizado como padrdo. Em cada ensaio, 270 pL
da solugcdo de DPPH (23,6 pg/mL) em etanol foi adicionada a cada amostra (em volume
variaveis de acordo com a quantidade necessaria para se obter a concentragdo-teste a partir da
solucgéo-estoque). Apds 30 min, a reducdo do DPPH foi avaliada pela alteracdo na absorbancia
a 517 nm usando etanol como branco (Blois, 1958). A concentracdo da amostra necessaria

para reduzir em 50% a quantidade de DPPH presente (Clsp) foi determinada.
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Ensaio do ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

Inicialmente, o radical ABTS" foi gerado através da oxidacéo da solugdo de ABTS (7
mM) com persulfato de potassio a 2,45 mM por 12 h no escuro a 25°C. Para realizacdo dos
testes, a solugio-estoque de ABTS™ (1 mL) foi diluida em 60 mL de metanol para se obter
uma absorbancia a 734 nm de 0,70 +£0,02. Em seguida, 2,7 mL dessa solucdo foram
adicionados a diferentes volumes de uma solucdo-estoque de Trolox (padrdo) em metanol
para obter as concentrac6es de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5.0 pg/mL ou dos extratos em metanol
para obter as concentracdes de 2,5, 5,0, 10,0, 20,0 and 40,0 pg/mL. A absorbancia foi entéo
determinada 6 min apds a adicdo do radical. Os testes foram realizados em triplicata e foi
determinada a porcentagem de inibicdo do ABTS, bem como a concentracdo de extrato

necessaria para reduzir a quantidade de ABTS" em 50% (Clso).

Avaliacao da toxicidade aguda

A toxicidade aguda dos extratos etandlicos foi determinada de acordo com as
diretrizes da Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) para o
teste de produtos quimicos, n® 423, adotada em 17 de dezembro de 2001. Camundongos
fémeas albinos suicos (n = 3 para cada grupo) receberam uma dose Unica do extrato etandlico
de folhas ou ramos (2000 mg/kg, dissolvido em solucdo salina) por via oral ou solucdo salina
como controle. Os animais foram observados individualmente durante a primeira hora e as 2,
12 e 24 horas ap6s a administracdo para investigar possiveis efeitos toxicos. Nos 14 dias
seguintes, os animais foram observados uma vez por dia. Uma série de sinais, como atividade
geral, irritabilidade, resposta ao toque, contorcdes, tremores, convulsdes, taquicardia,
piloerecdo, movimentos estereotipados, sonoléncia, defecacdo, diarreia e miccdo foram
analisados. O consumo diario de agua e racdo, bem como o peso corporal dos animais durante
0 experimento também foram registrados. No 14° dia apds a administragdo dos extratos, 0S
animais foram anestesiados com 0,2 mL/100 g de quetamina/xilazina (2: 1), e o sangue foi
coletado por puncdo cardiaca em tubos com anticoagulante (EDTA). O indice hematologico
foi determinado usando um analisador Horiba ABX Micros 60-Horiba automatizado. Os
orgdos (figado, rim e baco) foram analisados macroscopicamente, secos e pesados para
calcular o indice de 6rgdos, o qual € dado pela seguinte formula: Peso do érgdo (mg) / Peso

corporal (g).
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Teste de peritonite induzida por carragenina

Os camundongos foram tratados oralmente com solucéo salina, extrato (200 mg/kg) ou
indometacina (10 mg/kg). Uma hora apds o tratamento, 0s animais receberam injecdo
intraperitoneal de 0,5 mL de carragenina (1%). Ap6s quatro horas, os animais foram
eutanasiados com uma dose excessiva de pentobarbital (120 mg/kg, i.p.) e a cavidade
peritoneal foi lavada com 2 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) (pH 7,6)
contendo EDTA 2 mM. O liquido peritoneal foi coletado e a contagem total de leucdcitos foi
determinada no analisador de hematologia Micros 60®. Os exsudatos foram centrifugados e o
sobrenadante armazenado a - 20 °C para andlise de 6xido nitrico.

Andlise estatistica

A anédlise da atividade antioxidante foi realizada por analise de variancia (ANOVA) e
o0 teste de Tukey com 95% de nivel de confianca para os dois testes. Para avaliacdo dos
resultados do teste de toxicidade aguda, foi realizada analise de variancia (ANOVA) seguida
do teste de Dunnet para comparacdo mdultipla. Para a avaliacdo do potencial anti-inflamatério,
foi realizada anélise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Um valor de p <0,05
foi adotado como nivel de significancia.

Resultados

O rendimento dos extratos etanolicos de ramos e folhas de J. rugosa foi 5% e 27%
respectivamente. A analise fitoquimica por cromatografia em camada delgada identificou a
presenca de flavonoides e esteroides nos extratos de ramos e folhas. As analises por CLAE-
DAD evidenciaram a presenca de rutina (tr = 25,66 min) no extrato de folhas e de rutina (tr =
25,63 min), quercetina (tr = 27,65 min) e hiperosideo (tr = 28,16 min) no extrato de ramos
(Figura 1). Adicionalmente, foi identificada a presenca de flavonoides da classe dos
fenilpropanoides no extrato de folhas de J. rugosa nos espectros A (tr = 23,91 min) e B (tr =
25,09 min), respectivamente (Figura 2); o espectro C (tr = 25,66 min) corresponde a rutina.

A analise dos espectros de varredura dos picos na amostra de ramos demonstrou a
presenca de fenilpropanoides nos espectros A (tr = 23,90 min) e B (tr = 25,08 min), rutina no

espectro C (tr = 25,63 min), quercetina no espectro D (tr = 27,65 min) e hiperosideo no
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espectro E (tr = 28,16 min) (Figura 3). Por fim, os teores de rutina, quercetina e hiperosideo
foram determinados, sendo iguais a 0,011+0,0002 g% (1,49%) de rutina para o extrato de
folhas; e, 0,041+0,0004 g% (1,03%), 0,020+0,0205 g% (1,54%) e 0,010+0,0001 g% (1,30%)
para rutina, quercetina e hiperosideo no extrato de ramos.

O extrato de folhas apresentou atividade bacteriostatica contra as espécies Escherichia
coli (CMI: 10 mg/mL) e Streptococcus pyogenes (CMI: 20 mg/mL). J& o extrato de ramos
inibiu o crescimento apenas de Escherichia coli (CMI: 5 mg/mL). N&o foi observado efeito

bactericida dos extratos etanélicos.

Figura 1. Perfis cromatogréaficos da mistura de padrbes (A), do extrato de ramos de J. rugosa
(B) e do extrato de folhas de J. rugosa (C) observados a 350 nm. Padrdes: 1’= acido cafeico;

2’= vitexina; 3’= rutina; 4’= quercetina; 5’= hiperosideo.

160 AU WVL:350 nm

125+
100+
75

50

T o,

Absorbance [mAU]

T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275 30.0 34.0
Retention Time [min]



81

Figura 2. Espectros de varredura dos picos presentes no perfil cromatografico do extrato de

folhas de J. rugosa observados em 350 nm. (A) e (B) fenilpropanoides e (C) rutina.
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Figura 3. Espectros de varredura dos picos presentes no perfil cromatografico do extrato de

ramos de Jacaranda rugosa observados em 350 nm. (A) e (B) fenilpropanoides, (C) rutina,

(D) quercetina e (E) hiperosideo.
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A acdo antioxidante dos extratos de ramos e folhas de J. rugosa foi analisada pela
capacidade das amostras de sequestrarem os radicais livres DPPH e ABTS. Ambos 0s extratos
foram ativos contra o radical DPPH sendo determinados os valores de ICsy de 17,04 e 9,37
pg/mL para os extratos de ramos e folhas, respectivamente. O acido ascorbico apresentou 1Csg
de 0,64 pg/mL. Outrossim, foi detectada a acdo antioxidante dos extratos sobre o radical
ABTS com 1C5:16,39 e 9,10 pg/mL para os extratos de ramos e folhas, respectivamente. O
Trolox apresentou 1Cs de 2,34 pug/mL.

A administracdo dos extratos etanodlicos de ramos e folhas de J. rugosa (2000 mg/kg)
ndo causou a morte dos camundongos. Durante a observacdo comportamental dos animais na
primeira hora ap6s a administracdo, observou-se que 0s animais tratados com ambos 0s
extratos apresentavam boa coordenacdo do sistema motor e muscular (resposta ao toque e
tbnus do corpo) e bons reflexos. Nao foram observamos diferencas significativas dos
resultados entre os animais tratados e o grupo controle em todos os parametros fisiologicos
como peso (Figura 4), ingestdo de alimentos, 4gua e funcédo de figado, rim e baco (Tabela 1),
nos parametros hematoldgicos (globulos vermelhos, leucdcitos, plaquetas) (Tabela 2) e nos

parametros bioquimicos (creatinina, AST, ALT) (Tabela 3).

Figura 4. Peso corporal dos animais do grupo controle e tratados com os extratos de J. rugosa

(2000 mg/kg) durante o ensaio de toxicidade aguda.
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Tabela 1. Efeito de extratos de ramos e folhas de J. rugosa (2000 mg/kg) em parametros

fisioldgicos dos camundongos 14 dias ap6s a administracao.

Grupo Ingestéo de Consumo de indice de 6rgaos (mg/g)
alimento (g) agua (mL) Figado Rins Baco
Controle 17.28+1.77 56.07+£10.59 5.46+0.6 1.07+0.05  0.52+0.10
Folhas 18.85+1.74 54.61+9.62 5.51+0.38 1.15+0.06  0.47+0.09
Ramos 19.92+3.31 58.4+8.62 5.68+0.36 1.16£0.05  0.58+0.07

Dados estdo apresentados como média = desvio padrdo, sendo 3 animais por grupo e dois

experimentos independentes.

Tabela 2. Efeito de extratos de ramos e folhas de J. rugosa (2000 mg/kg) em parametros

hematoldgicos dos camundongos 14 dias ap6s a administracéo.

Parametro Controle Folhas Ramos
Eritrocitos (10°%/mm°) 5.96+1.09 6.22+0.61 7.52+1.58
Leucécitos (103/mm?) 3.15+0.77 3.38+0.72 2.96+0.54
Plaquetas (10°/mm?) 560.66+49.52  568.83+71.83 653.16+86.28
Hemoglobina (g/dL) 11.16+2.28 12.2+1.23 13.1+£1.09

Hematdcrito (%) 33.16+6.03 34.75+3.55 42.38+8.77

Dados estdo apresentados como média = desvio padrdo, sendo 3 animais por grupo e dois
experimentos independentes. (*) p<0.05 em comparacao ao controle de acordo com ANOVA

seguida do teste de Dunnet.

Tabela 3. Efeito de extratos de ramos e folhas de J. rugosa (2000 mg/kg) em parametros

bioquimicos do sangue dos camundongos 14 dias ap6s a administracéo.

Parametro Controle Folhas Ramos
Creatinina (mg/dL) 0.42+0.08 0.36+0.05 0.50+0.09

AST (U/L) 125.4+49.13 131.28+34.1 149.72+29.35

ALT (U/L) 24.61%1.55 27.44+2.23 28.1+3.86

Dados estdo apresentados como média + desvio padréo, sendo 3 animais por grupo e dois

experimentos independentes.
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No teste de peritonite foi avaliada a migracdo leucocitéria para cavidade peritoneal dos
camundongos apo6s inducdo da inflamacdo. Os extratos de ramos e folhas reduziram

significativamente a migracgéo celular de leucécitos, como ilustra a Figura 5.

Figura 5. Numero de leucocitos polimorfonucleares no exsudato da cavidade peritoneal apés 4
h de indugéo de peritonite por carragenina em animais ndo tratados ou tratados previamente
com extrato de ramos ou folhas de J. rugosa (200 mg/kg) ou com indometacina (25 mg/kg,
controle positivo). Os dados estdo expressos como média £ desvio padrdo de grupos de 6
animais. (*) indica p<0,05 em compara¢do com o controle de acordo com ANOVA seguida

de teste de Tukey.
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Discussao

Estudos tem revelado a eficiéncia de plantas da Caatinga contra doencas que afetam a
populacdo local. Nesse contexto, plantas dessa regido tém sido investigadas sobre quais
compostos bioativos oriundos do seu metabolismo secundario demonstram as propriedades
terapéuticas relatadas (Silva et al., 2014; Bita & Gerats, 2013). Nesse estudo, escolhemos a
espécie J. rugosa para verificar os compostos presentes em seus ramos e folhas e avaliar
atividades biologicas dos extratos etanolicos, esperando contribuir para valorizar a Caatinga
como fonte de recursos para o homem.

De acordo com Mota de Mesquita et al. (2017) e Buriol et al. (2009) o alcool etilico
absoluto (99,5%) e eficiente na extragdo de compostos como alcaloides, taninos, antocianinas
e flavonoides. Nos extratos etanolicos de ramos e folhas de J. rugosa, observamos a presenca

somente de flavonoides, o que pode indicar que os demais compostos mencionados na frase
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anterior ndo estdo presentes ou sdo encontrados em baixas concentracdo nos tecidos
estudados.

A determinacdo da atividade antibacteriana dos extratos demonstrou altos valores de
CMI tanto para o extrato de folhas quanto para o extrato de ramos. De acordo com uma
classificagdo para a atividade antimicrobiana de produtos de origem vegetal estabelecida por
Duarte et al. (2005), extratos vegetais com valores de CMI acima de 1,6 mg/mL s&o
considerados fracos para inibicdo do crescimento bacteriano. Segundo Malafaia et al. (2017),
0 extrato aquoso de J. rugosa demonstrou efeito bacteriostatico contra a espécie Ralstonia
solanacearum, também em uma alta concentra¢do (CMI: 4,0 mg/ml). Ainda, 0 mesmo extrato
inibiu o crescimento bacteriano de Pseudomonas aeruginosa (CMI: 4,0 mg/ml). (Silva et al.,
2014). Os extratos metanolicos de cascas e folhas de Jacaranda cuspidifolia inibiram o
crescimento da espécie Mycobacterium tuberculosis com uma boa eficiéncia (CMI= 250
pg/mL) e os autores atribuiram essa atividade a presenca de compostos fenolicos (Arruda et
al., 2012).

A triagem fitoquimica identificou a presenca de flavonoides e esteroides nas amostras
de ramos e folhas de J. rugosa, sugerindo que esses compostos sdo 0s responsaveis pela
inibicdo do crescimento das duas espécies bacterianas afetadas; ambas as classes
apresentarem conhecido potencial antibacteriano (Arruda et al., 2012; Lobo et al., 2010). Com
relacdo ao mecanismo de acdo desses compostos, sabe-se que eles agem em células
bacterianas através da inibicdo da sintese da parede celular, da funcdo da membrana celular,
da sintese proteica e/ou da sintese de &cidos nucleicos (Silva, et al., 2019).

A avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos etanolicos demonstrou que ambos
sequestraram os radicais livres DPPH e ABTS. Na comparagédo entre as amostras, 0 extrato de
folhas obteve maior capacidade em sequestrar radicais livres em comparacdo com extrato de
ramos. Embora os resultados das atividades antioxidantes tenham sido melhores para o extrato
etandlico de folhas, os dois extratos demonstraram forte poder antioxidante, uma vez que 0s
valores de ICso foram menores que 50 pg/mL (Fridianny et al., 2014). Flavonoides sdo
descritos por apresentarem forte poder antioxidante, principalmente quando o método de
extracdo favorece o resgate de rutina em seus extratos (Torres et al., 2018; Medina et al.,
2011). Com a confirmagédo da presenga de rutina por CLAE-DAD em ambos o0s extratos,
sugerimos ser esse 0 composto responsavel pela forte agdo antioxidante das amostras frente
aos radicais livres testados. Segundo Alara et al. (2018), o extrato etandlico de folhas de

Vernonia amygdalina demonstrou atividade antioxidante (ICso ABTS: 79,49 ug/mL)
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provalvemente pela presenga de compostos fenolicos. Ademais, Torres et al. (2018)
confirmou que o extrato etandlico de folhas de Cnidoscolus quercifolius apresentou atividade
antioxidante (ICso DPPH: 75,89 pg/mL) pela presenca de flavonoides, especialmente de rutina
na amostra. A acdo desses compostos frente aos radicais livres ocorre devido as suas
propriedades redutoras, que lhes conferem a capacidade de atuar como agentes redutores de
hidrogénio e/ou doadores de oxigénio (Dwivedi et al., 2016; Barboza et al., 2018).

Com relacdo a avaliacdo da toxicidade, extratos etandlicos de ramos e folhas de J.
rugosa (2000 mg/kg) ndo provocaram alteragdes comportamentais nos animais testados,
diferentemente dos animais tratados com extrato salino do caule de P. gounellei, que numa
dosagem menor (1000 mg/kg), causou irritabilidade e aumento da motilidade em 15 a 30
minutos apos a administracao (Oliveira et al., 2018). Ainda, o extrato hidroetanélico de casca
de Dilodendron bipinnatum, em dose elevada (5.000 mg/kg) administrada oralmente, causou
reducdo na motilidade, aumento da frequéncia respiratéria e erecdo da cauda nos animais
tratados (Mahon et al., 2014). Como 0s grupos tratados com 0s extratos etandlicos ndo
sofreram alteracdes significativas nos parametros fisioldgicos, hematoldgicos e bioquimicos
em relacdo ao grupo controle, conclui-se que 0s extratos ndo causam efeitos adversos
caracteristicos de drogas e produtos quimicos (Tofovic e Jackson, 1999). Segundo Oliveira et
al. (2016), a ingestdo oral do extrato etandlico das folhas de Morus alba testada na mesma
dosagem utilizada em nosso trabalho (2000 mg/kg), provocou alteracGes significativas na taxa
da ALT, além de outras modificacbes nos parametros hematoldgicos. Os resultados dos
parametros avaliados nesse trabalho para toxicidade dos extratos etandlicos de J. rugosa em
camundongos podem ser traduzidos de forma semelhante para humanos, o que sugere
seguranca no uso terapéutico do vegetal (Olson et al., 2000).

O estudo da acdo dos extratos etandlicos de J. rugosa frente a peritonite induzida em
camundongos mostrou que o extrato de ramos apresentou maior poder anti-inflamatério em
comparacdo ao extrato de folhas, provavelmente pela maior quantidade de tipos de compostos
fenolicos encontrados na andlise por CLAE-DAD (Muszynska et al., 2018). Além desses, os
esteroides encontrados por CCD nos dois extratos também podem ter auxiliado a acéo anti-
inflamatdria, uma vez que sdo descritos por atuarem no manejo da dor e controle da
inflamacdo (Rofel & Bilakhia, 2012). Esses compostos atuam geralmente na inibicdo da
enzima Oxido nitrico sintase tipo 2, responsavel pela sintese de oOxido nitrico (NO),
indiretamente bloqueando as vias da cicloxigenase e/ou lipoxigenase e da proteina quinase C

e L-arginina/NO. Além disso, possuem a capacidade de inibir a fosfolipase A2 e a fosfolipase



87

C, enzimas importantes da cascata de mediadores dos processos inflamatorios (Mota et al.,
2013). O extrato etanolico da entrecasca de Sideroxylon obtusifolium apresentou efeito anti-
inflamatdrio sobre lesdes de pele em ratos, diminuindo o infiltrado leucocitario, apés
administracdo topica. Apesar da presenca de esteroides vegetais, a atividade anti-inflamatoria
foi atribuida & presenca de flavonoides, taninos e saponinas (Leite et al., 2015).
Adicionalmente, a atividade anti-inflamatoria dos extratos das folhas de Phyllanthus acidus e
Bidens pilosa também foi atribuida a presenca de flavonoides (Chakraborty et al., 2012; Fotso
etal., 2014).

Os resultados do presente estudo confirmam a acdo bacteristatica dos extratos de J.
rugosa frente as espécies bacterianas de importancia médica testadas, sugerindo o potencial
antibidtico da espécie vegetal escolhida. Adicionalmente, 0s mesmos extratos apresentaram
significativo poder antioxidante e anti-inflamatério, o que também valoriza a espécie J.
rugosa do bioma Caatinga como fonte de recursos farmacoldgicos para o homem. Estudos
futuros sdo necessarios para evidenciar quais compostos apresentam as atividades biolégicas

detectadas, assim como quais sdo 0s seus mecanismos de acao.
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4 CONCLUSOES

e Caule de P. gounellei e ramos de J. rugosa sdo fontes de inibidores de tripsina.

e O inibidor de tripsina de P. gounellei (PgTI) foi purificado com alto rendimento e é
uma proteina anidnica, com massa molecular de 37,1 kDa e estivel ao aquecimento
até 50 °C.

e PgTI foi toxico para bactérias e fungos de importancia medica e os resultados sugerem
seu potencial para substituicdo ou uso combinado com antibidticos atualmente
utilizados.

e O inibidor de J. rugosa (JrTl) apresentou massa molecular de 27 kDa e foi estavel ao
aquecimento até 50 °C.

e JrTl inibiu o crescimento de C. krusei, 0 que estimula outras analises visando seu uso
como antifangico.

e Extrato etandlico de folhas de J. rugosa contém rutina e o extrato de ramos contém
rutina, quercetina e hiperosideo. Esteroides e fenilpropanoides foram detectados em
ambos os extratos.

e O extrato etandlico de folhas de J. rugosa inibiu o crescimento de Escherichia coli e
Streptococcus pyogenes. Entretanto, o extrato etanélico de ramos inibiu o crescimento
apenas de E. coli.

e Os extratos etandlicos de J. rugosa apresentaram efeito antioxidante frente aos radicais
DPPH e ABTS" e ndo foram toxicos para camundongos quando administrados
oralmente em dose Unica.

e Os extratos de J. rugosa apresentaram efeito anti-inflamatdrio.
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