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RESUMO

GONTIJO, Douglas da Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2012.
Abordagem etoldgica na busca de drogas vegetais com potencial acdo antioxidante,
antibacteriana, antimutagénica e antigenotoxica. Orientadora: Marisa Alves Nogueira
Diaz. Coorientadores: Joao Paulo Viana Leite e Luciano Gomes Fietto.

A investigacdo cientifica de atividade biolégica de extratos vegetais tem sido uma
importante estratégia para a descoberta de produtos naturais com grande aplicagdo em
Pesquisa, Desenvolvimento & Inovacdo (PD&I). Em um pais com megabiodiversidade
como o Brasil, esta constatacdo adquire ainda mais valor. O emprego de estratégias de
acesso a biodiversidade se faz importante para selecionar plantas para a prospecc¢ao de
novos farmacos. Nesse sentido, a abordagem etoldgica monitorando a dieta de primatas
na floresta tem se mostrado bastante eficaz, uma vez que esses mamiferos fazem uso de
uma vasta gama de espécies, que muitas vezes nao fazem parte do uso cotidiano e
cientifico. Aplicando-se esta abordagem etoldgica, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial antioxidante in vitro e antimicrobiano, além de analise fitoquimica
preliminar e conteudo fendlico de sete extratos aquosos liofilizados de folhas de plantas
usadas na dieta do primata Brachyteles hypoxanthus Kuhl (muriqui-do-norte), a saber:
Alchornea glandulosa Poepp. & Endl. (Euphorbiaceae), Miconia latecrenata (DC.) Naudin
(Melastomataceae), Ocotea odorifera (Vell) Rohwer (Lauraceae), Psychotria suterella
Mull. Arg. (Rubiaceae), Psychotria vellosiana Benth. (Rubiaceae), Rudgea jasminoides
(Cham.) Mull. Arg. (Rubiaceae) e Solanum swartzianum Roem. & Schult (Solanaceae).
Dentre estas, trés espécies, Alchornea glandulosa, Miconia latecrenata e Ocotea odorifera,
foram avaliadas quanto ao potencial antimutagénico e antigenotdxico, por apresentarem
maior atividade antioxidante. A prospeccéo fitoquimica foi avaliada por CCD e o conteudo
fendlico avaliado utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu. A atividade antioxidante foi
avaliada utilizando os testes do radical livre DPPH, co-oxidagao B-caroteno/acido linoleico
e peroxidacéo lipidica do lipossomo. Para a avaliacdo antimicrobiana foram utilizadas duas
cepas de bactérias gram-positivas de Staphylococcus aureus 3993 e Staphylococcus
aureus 4125, além da cepa bacteriana gram-negativa de Escherichia coli 24, todas
associadas com mastite bovina. Para os testes antimutagénicos foram utilizadas as cepas

TA97, TA98, TA100 e TA102 de Salmonella tiphymurium/microssoma sem e com ativacao
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metabdlica S9, sendo realizado o método de co-incubagéo dos extratos com os diferentes
padrées mutagénicos para as respectivas cepas. Teste de citotoxicidade com a cepa
TA100 sem ativacao S9 foi realizado a fim de se determinar as doses de extrato utilizadas
nos testes de antimutagenicidade. Por fim, o teste antigenotoxico foi realizado utilizando-
se o plasmideo pUC18 co-incubado com padrdo genotoxico e as mesmas doses dos
extratos testadas para antimutagenicidade. Dessa forma, p6de-se observar que extratos
aquosos de M. latecrenata, A. glandulosa e O. odorifera apresentaram maior contetdo
fendlico. A andlise da atividade antioxidante nos trés diferentes testes mostrou potencial
antioxidante das amostras analisadas, sobretudo para os extratos de M. latecrenata, A.
glandulosa, O. odorifera e S. swartzianum. Os resultados mostraram grande potencial
antimicrobiano para os extratos de M. latecrenata, A. glandulosa e O. odorifera, sendo que
0 extrato de M. latecrenata foi o Unico extrato ativo contra bactéria gram-negativa
Escherichia coli 24. Nos testes de citotoxicidade frente a cepa TA100 de Salmonella
typhimurium/microssoma sem metabolizacdo S9, o extrato de M. latecrenata apresentou
maior acao citotdxica, seguido pelos extratos de A. glandulosa e O. odorifera. A maior
atividade antimutagénica foi observada para o extrato de M. latecrenata seguido pelos
extratos de A. glandulosa e O. odorifera, principalmente frente a cepa TA102. Observou-se
ainda aumento da atividade antimutagénica para a maioria das cepas testadas apos a
metabolizacdo dos extratos. Nao foi observada acdo antigenotoxica para nenhum dos
extratos testados. Assim, pelo presente estudo foi possivel selecionar trés extratos com

potenciais atividades antimutagénica e bactericida, frente as cepas testadas.
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ABSTRACT

GONTIJO, Douglas da Costa, M.Sc., Federal University of Vigosa, May 2012. Ethological
approach in search of herbal drugs with a potential antioxidant, antibacterial,
antimutagenic and antigenotoxic. Advisor: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisors:
Jo&o Paulo Viana Leite and Luciano Gomes Fietto.

The scientific research of biological activity of plant extracts has been an important strategy
for the discovery of natural products with wide application in Research, Development &
Innovation (RD&I). In a country with rich biodiversity such as Brazil, this statement
assumes even greater value. The use of strategies for access the biodiversity is important
for selecting plants for exploration of new drugs. In this sense, the ethological approach
monitoring the diet of primates in the forest has been quite effective, since these mammals
make use of a wide range of species that often are not part of everyday and scientific.
Applying this ethological approach, the present study aimed to assess the potential
antioxidant in vitro and antimicrobial, as well as preliminary phytochemical analysis and
phenolic content of seven freeze-dried aqueous extracts of leaves of plants used in the diet
of primate Brachyteles hypoxanthus Kuhl (muriqui-do-norte), as follows: Alchornea
glandulosa Poepp. & Endl. (Euphorbiaceae), Miconia latecrenata (DC.) Naudin
(Melastomataceae), Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (Lauraceae), Psychotria suterella
Mull. Arg. (Rubiaceae), Psychotria vellosiana Benth. (Rubiaceae), Rudgea jasminoides
(Cham.) Mull. Arg. (Rubiaceae) and Solanum swartzianum Roem. & Schult (Solanaceae).
Among these three species, Alchornea glandulosa, Miconia latecrenata and Ocotea
odorifera were evaluated for the potential antimutagenic and antigentoxic, which presented
higher antioxidant activity. The phytochemical prospection was assessed by TLC and the
phenolic compound was evaluated using the Folin-Ciocalteu reagent. The antioxidant
activity was evaluated by testing the free radical DPPH, co-oxidation of 3-carotene/linoleic
acid and lipid peroxidation of liposome. It was used two strains of Gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus 3993 and Staphylococcus aureus 4125, as well as Gram-negative
bacteria Escherichia coli 24 to assess the antimicrobial activity. For antimutagenic tests the
strains used were TA97, TA98, TA100 and TA102 of Salmonella typhimurium/micrssome
with and without S9 metabolic activation, being carried out the co-incubating method of the
extracts with different mutagenic patterns for the respective strains. Cytotoxicity test with
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the strain TA100 without S9 activation was performed in order to determine the dose of
extract used in the antimutagenicity tests. Finally, the antigenotoxic test was carried out
using the plasmid pUC18 co-incubated with genotoxic pattern and the same doses of the
extracts tested for antimutagenicity. Thus, it was observe aqueous extracts of M.
latecrenata, A. glandulosa and O. odorifera showed higher phenolic content. The analysis
of antioxidant activity in three different tests showed high antioxidant potential of the
samples, especially for the extracts of M. latecrenata, A. glandulosa, O. odorifera and
Solanum swartzianum. The results showed strong antimicrobial potencial to the extracts of
M. latecrenata, A. glandulosa and O. odorifera, whereas the extract of M. latecrenata
extract was the only one active against Gram-negative bacteria Escherichia coli 24.
Considering the tests of cytotoxicity against strain TA100 of Salmonella
typhimurium/micrssome without S9 metabolism, the extract of M. latecrenata showed
higher cytotoxic activity, followed by the extracts of A. glandulosa and O. odorifera. The
highest antimutagenic activity was observed for the extract of M. latecrenata followed by
the extracts of A. glandulosa and O. odorifera, especially against the strain TA102. It was
also observed increased antimutagenic activity for the most of the strains tested after the
metabolization of the extracts. It was not observed antigenotoxic action for any of the
extracts tested. Therefore, in the present study was possible to select three extracts with

potential antimutagenic and bactericidal activity against the strains tested.
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1. INTRODUCAO GERAL

A pesquisa de produtos naturais de origem vegetal na busca de agentes
terapéuticos e também como matérias-primas para a sintese de novos compostos
biologicamente ativos tem se tornado, nas ultimas décadas, uma importante estratégia,
para a obtencdo de novos farmacos, aproveitamento sustentavel da biodiversidade,
fomento a atividade econémica e aumento da qualidade de vida em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento (Patwardhan et al., 2004).

Os produtos naturais tém sido importante fonte de diversidade quimica,
apresentando um arsenal de compostos com elevada importancia terapéutica. Importantes
atividades biologicas como acdo antioxidante, antimicrobiana e antimutagénica dentre
outras, sdo frequentemente atribuidas a produtos naturais de origem vegetal (Michelin et
al., 2005, Zahin et al., 2010, Hossain & Shah, 2011), sendo que estas a¢des terapéuticas
estdo diretamente relacionadas com varias patologias crénicas, incluindo doencas
cardiovasculares, inflamatorias, infecciosas, neurodegenerativas e tumores (Penna et al.,
2001, Huang et al., 2005, Ben Sghaiera et al., 2011).

Nesse contexto, importante ressaltar que o Brasil é o pais que possui a maior
reserva de diversidade biolégica do mundo. Estima-se que o Brasil possua cerca de 20%
de todas as espécies vegetais do planeta, apresentando mais de 55.000 espécies de
plantas superiores conhecidas (Lewinsohn & Prado, 2002). Esta flora bastante
diversificada representa uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
além de ainda constituir valiosos modelos para sinteses de novos farmacos (Varanda,
2006). Contudo, acredita-se que apenas 8% das espécies de plantas superiores
brasileiras tenham sido alvo de estudos quimicos e que somente 1.100 espécies (cerca de
2%) foram investigadas cientificamente quanto as suas propriedades terapéuticas (Guerra
& Nodari, 2001).

Toda esta biodiversidade brasileira encontra-se distribuida em 6 principais biomas,
como a Amazobnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa, sendo o
Cerrado e Mata Atlantica classificados como hotspots, pois sédo biomas de grande riqueza
e que estdo entre os mais ameacgados de extingcdo, devido a grande pressao antropica

(Drummond et al., 2005). Dentre estes diferentes biomas, a Mata Atlantica apresenta-se
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com grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas que objetivam a descoberta
de novas drogas, pois agrega enorme quantidade de recursos naturais. Estima-se que a
Mata Atlantica possua cerca de 20 mil espécies vegetais, sendo 8 mil delas endémicas,
além de recordes de quantidade de espécies e endemismo em varios outros grupos de
plantas (Myers et al., 2000). Mesmo com extensas areas ainda pouco conhecidas do
ponto de vista biologico, acredita-se que a regido abrigue de 1 a 8% da biodiversidade
mundial (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2005).

Porém, a demanda por madeira e a expansdo das fronteiras agricolas, dentre
outros fatores, promoveram drastica reducdo de sua area florestal. Atualmente restam
apenas 8% de Mata Atlantica conservada, sendo que a mesma vegetacao ja se estendeu
por 15% do territorio brasileiro (Tabarelli et al., 2005). Assim, a realizacdo de pesquisas e
o desenvolvimento de tecnologias ambientais que visam a utilizacdo dos recursos naturais
da Mata Atlantica de forma sustentavel sdo fundamentais para estimular empreendimentos
vidveis ambiental e comercialmente.

Como passo determinante no estudo da biodiversidade tem-se a forma de acesso
ao patriménio genético, que se faz importante devido a especificidades do conjunto de
informacdes que podem ser levantadas a respeito das espécies estudadas durante uma
pesquisa. Dessa forma, para uma pesquisa cientifica de bioprospeccdo de produtos
naturais bioativos, diferentes estratégias podem ser empregadas, como O acesso
randomizado de espécies vegetais, acesso guiado por fatores quimiotaxonémicos, acesso
guiado pela informacao etnofarmacoldgica, acessos biorracionais, guiadas pela ecologia e
mais recentemente, as triagens de material vegetal guiadas pela etologia (Carrai et al.,
2003, Krief, 2004, Albuguerque & Hanazaki, 2006).

Esta abordagem etolégica é relatada em diferentes areas da ciéncia como a
biologia e psicologia, sendo que sua utilizagdo como estratégia para acesso a
biodiversidade visando a bioprospeccéo farmacéutica ainda € pouco explorada. Contudo,
pesquisadores afirmam que se um animal aprende a evitar certos alimentos devido a sua
toxicidade, ele também pode aprender a procurar por substancias da natureza que sirvam
como remédios (Krief et al., 2005). Assim, em biomas com grande variedade de espécies
vegetais endémicas como a Mata Atlantica, muitas plantas ainda sdo desconhecidas

guanto ao uso pela medicina popular, sendo necessarios métodos alternativos para se ter



acesso a este patrimbnio genético de grande interesse e valor para a pesquisa
farmacéutica. Nesse sentido, a abordagem etolégica surge como uma interessante
ferramenta na busca por novas drogas vegetais com potencial acdo terapéutica,

possivelmente desconhecidas da medicina tradicional.



2. OBJETIVO GERAL DO TRABALHO

Analisar o perfil fitoquimico, quantificar compostos fendlicos totais e avaliar
atividades antioxidante e antibacteriana dos extratos aquosos de 7 espécies vegetais
consumidas na dieta do primata Brachyteles hipoxanthus Kuhl, além de analisar o

potencial antimutagénico e antigenotoxico de 3 extratos com maior agéo antioxidante.



3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Albuquerque, U.P., Hanazaki, N., 2006. Ethnodirected research in the Discovery of new
drugs of medical and pharmaceutical interest: flaws and perspectives. Brazilian Journal of
Pharmacognosy, 16, 678-689.

Ben Sghaiera, M., Boubakera, J., Skandrania, I., Bouhlela, I., Limema, |., Ghediraa, K.,
Chekir-Ghedirab, L., 2011. Antimutagenic, antigenotoxic and antioxidant activities of
phenolic-enriched extracts from Teucrium ramosissimum: Combination with their

phytochemical composition. Environmental Toxicology and Pharmacology, 31, 220-232.

Carrai, V., Borgognini-Tarli, S.M., Huffman, M.A., Bardi, M., 2003. Increase in tannin
consumption by sifaka (Propitheus verreauxi verreauxi) females during the birth season: a

case for self medication in prosimians? Primates, 44, 61-66.

Drummond, G.M., Martins, C.S., Machado, A.B.M., Sebaio, F.A., Antonini, Y., 2005.
Biodiversidade em Minas Gerais: um Atlas para sua conservacdo. 2° ed. Fundacao
Biodiversitas, 222p.

Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2005. Mata Atlantica: Biodiversidade, Ameacas e

Perspectivas. Centro de Ciéncias Aplicadas a Biodiversidade, Belo Horizonte.

Guerra, P.M., Nodari, O.R., 2001. Biodiversidade: aspectos bioldgicos, geogréficos, legais
e éticos. In: Simdes et al., 2001. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 32 ed. Porto
Alegre: UFRGS, 15p.

Hossain, M.A., Shah, M.D., 2011. A study on the total phenols content and antioxidant
activity of essential oil and different solvent extracts of endemic plant Merremia borneensis.
Arabian Journal Chemistry, 4, 355-360.



Huang, D., Ou, B., Prior, R., 2005. The chemistry behing antioxidant capacity assays.
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 53, 1841-1856.

Krief, S., 2004. Effets prophylactiques et thérapeutiques de plantes ingérées par les
chimpanzés: la notion d"automédication” chez les chimpanzés. Primatologie, 6, 151-172.

Krief, S., Huffman, M., Sévenet, T., Guillot, J., Bories, C., Hladik, C.M., Wrangham, R.W.,
2005. Non-invasive monitoring of the health condition of Pan troglodytes schweinfurthii in

the Kibale National Park, Uganda. International Journal of Primatology, 26, 467—490.

Lewinsohn, T.M., Prado, P.l., 2002. Biodiversidade brasileira: sintese do estado atual do

conhecimento. S&o Paulo: Contexto, 176p.

Michelin, D.C., Moreschi, P.E., Lima, A.C., Nascimento, G.G.F., Paganelli, M.O., Chaud,
M.V., 2005. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais. Brazilian Journal
of Pharmacognosy, 15, 316-320.

Myers, N., Mittermeier, R.A., Mittermeier, C.G., Fonseca, G.A.B., Kent, J., 2000.

Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, 403, 853-845.

Patwardhan, B., Vaidya, A.B.D., Chorghade, M., 2004. Ayurveda and natural products drug
discovery. Current Science, 86, 789—-799.

Penna, C., Marino, S., Vivot, E., Cruafies, M.C., Mufioz, J.D., Cruafes, J., Ferraro, G.,
Gutkind, G., Martino, V., 2001. Antimicrobial activity of Argentine plants used in the
treatment of infectious diseases. Isolation of active compounds from Sebastiania

brasiliensis. Journal Ethnopharmacology, 77, 37-40.

Tabarelli, M., Pinto, L.P., Silva, J.M.C., Hirota, M.M., Bedé, L.C., 2005. Desafios e
oportunidades para a conservacdo da biodiversidade na Mata Atlantica brasileira.
Megadiversidade, 1, 132-138.



Varanda, E.A., 2006. Atividade mutagénica de plantas medicinais. Revista de Ciéncias

Farmacéuticas Basica e Aplicada, 27, 1-7.

Zahin, M., Ahmad, I., Aqil, F., 2010. Antioxidant and antimutagenic activity of Carum
copticum fruit extracts. Toxicology in Vitro, 24, 1243-1249.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE ATIVIDADES BIOLOGICAS DE
PRODUTOS NATURAIS, ABORDAGEM ETOLOGICA E SOBRE 7 ESPECIES
VEGETAIS CONSUMIDAS NA DIETA DO PRIMATA Brachyteles hipoxanthus
Kuhl



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Produtos naturais de origem vegetal

Plantas produzem um imenso numero de metabdlitos secundarios, que apresentam
diversas e complexas estruturas quimicas, produzidos por diferentes vias biossintéticas
complexas e altamente reguladas e que funcionam em varios compartimentos celulares e
sub-celulares (Lewinsohn & Gijzen, 2009).

Estes metabdlitos secundarios, também conhecidos como produtos naturais, sdo
biossintetisados a partir dos metabdlitos primarios como lipidios, carboidratos e
aminoécidos, por intermédio de diversas reagfes enzimaticas, ocorridas no interior das
células vegetais (Leite, 2008). Sabe-se ainda que o metabolismo secundario pode sofrer
influéncia da interacao de fatores bioticos e abidticos do ambiente com 0os mecanismos
fisiologicos dos vegetais, ocasionando grande variacdo na producdo de metabdlitos
secundarios intra e inter-espécies (Arimura et al., 2005).

Na biosintesse de produtos naturais diferentes precursores como o0 acetato,
mevalonato, 3-fosfoglicerato e aminoacidos séo utilizados (Croteau et al., 2000, Schwab et
al., 2008) . Dessa forma, varias moléculas séo produzidas, dotadas de grande diversidade
de esqueletos estruturais, originando varias classes de compostos como terpenos,
flavondides, cumarinas, quinonas, taninos, saponinas, alcaldides e outros com diversas
atividades bioldgicas (Dewick, 2002).

Dessa forma, dadas as varias atividades biol6gicas e a importancia do metabolismo
secundario para as proprias plantas, ndo € de se estranhar que os produtos naturais tém
desempenhado papel crucial para a humanidade, fornecendo alimentos com propriedades
funcionais e farmacoquimicos para a producédo de medicamentos (Ye et al., 2000). Entre
1981 e 2002, quase dois tergcos de todos os medicamentos aprovados pela organizagéo
mundial de saude foram derivados ou inspirados em produtos naturais (Newman et al.,
2003, Newman & Cragg, 2007). Estudos estimam ainda que cerca de dois tercos da
populacdo mundial dependam de produtos naturais como fontes terapéuticas primarias
(McChesney et al., 2007).



1.2. Atividades antioxidante, antimicrobiana, antimutagénica e antigenotoxica de
produtos naturais

Produtos naturais de origem vegetal sdo frequentemente relatados como eficientes
agentes quimiopreventivos (Wozniaka et al., 2010). Assim, compostos fitoquimicos com
acOes antioxidante, antimutagénico e antimicrobiano sé&o considerados essenciais para a
prevencao de doencas infecciosas e degenerativas (Surh & Ferguson, 2003).

Nesse sentido, h4 um numero crescente de estudos destinados a descoberta de
metabdlitos secundarios com propriedades biolégicas contra danos celulares causados
principalmente por reac¢des oxidativas (Zahin et al., 2010). Dentro deste contexto, diversos
trabalhos tém mostrado a relacdo direta entre produtos naturais de origem polifendlica e
atividades antioxidante, antimutagénica e antigenotoxica (Siddhuraju et al., 2003, lvanova
et al., 2005, Montoro et al., 2005, Mussarrat et al., 2006, Bouhlel et al., 2008), além de
forte atividade antimicrobiana destes compostos (Majhenic et al., 2007, Wu et al., 2007,
Orddnez et al., 2009), sendo o screening in vitro a principal ferramenta seletiva usada em
testes laboratoriais (Hayder et al., 2004, Savikin et al.,, 2009). Estes compostos
polifendlicos, fruto do metabolismo secundario vegetal, sdo derivados de diferentes vias
metabdlicas, como a das pentoses-fosfato, acetato, chiquimato e fenilpropandides
(Randhir et al., 2004), apresentando-se amplamente distribuidos pelo reino vegetal, sendo
enquadrados em diversas classes, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de
acidos benzoico e cinamico), cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos, lignanas,
ligninas e outras (Naczk & Shahidi, 2004).

O conteudo deste topico serd novamente discutido na introducéo dos Capitulos 2, 3
e 4, referentes a agcdo antioxidante, antimicrobiana e antimutagénica e antigenotoxica de

extratos vegetais e compostos fenélicos, respectivamente.

1.3. Abordagem Etoldgica

O estudo da abordagem etoldgica ou zoofarmacognosia € um campo relativamente
Novo na pesquisa sobre o comportamento animal (Huffman, 2001, Engel, 2002). Em 1978

0 pesquisador Daniel Janzen deu inicio ao estudo zoofarmacogndstico de primatas,
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guando argumentou que necessidade de energia nutricional encontrada em determinadas
espécies vegetais, por si sé, ndo é suficiente para explicar hibitos alimentares incomuns
de alguns primatas, levantando a possibilidade de que alguns animais podem usar
meétabadlitos secundarios de plantas como estimulantes, laxantes, antiparasitarios e
antibiéticos ou como antidotos de toxicinas anteriormente consumidas (Jansen, 1978).
Posteriormente, o estudo zoofarmagndéstico ganhou impulso com a observagdo de auto-
medicacdo por chimpanzés na Tanzania (Wrangham & Nishida, 1983, Huffman & Seifu,
1989) e babuinos na Etiépia (Philips-Conroy, 1986).

Assim, este estudo zoofarmacogndéstico nasceu com a premissa basica de que
animais selvagens podem selecionar e utilizar plantas especificas com propriedades
medicinais para o tratamento de doencas e para protecdo contra parasitas (Raman &
Kandula, 2008). Em uma perspectiva mais ampla, esta abordagem coloca o metabolismo
secundario vegetal como fonte medicamentosa para uso farmacolégico e terapéutico, uma
vez que grande parte do material vegetal que € consumido pelos animais contém uma
matriz de compostos secundarios extremamente diversificados e ativos biologicamente
(Huffman & Seifu, 1989, Ohigashi et al., 1994, Plotkin, 2000).

Contudo, esta abordagem etoldgica sobre o metabolismo vegetal ndo é uma tarefa
simples de se observar, pois deficiéncias na interpretacdo quanto a auto-medicacao ou
simples ingestdo alimentar, além de dificuldades na obtencdo de informacfes, podem
levar a erros na conclusdo de pesquisas, como distinguir entre possiveis beneficios
medicinais diretos ou indiretos derivados do metabolismo secundario vegetal e 0 uso
destas mesmas espécies apenas como fonte nutricional (Albuquerque & Hanazaki, 2006).
No entanto, apesar de dificuldades quanto a interpretacdo de resultados, em varios
trabalhos séo descritas evidéncias claras de que primatas fazem uso de plantas para fins
de medicamento (Hoffman, 2001). Ha ainda relatos que alguns primatas fazem uso
sazonal de algumas plantas (Hoffman, 2003). Assim, observag6es zoofarmacognosticas
detalhadas de primatas aliada a proximidade filogenética e vias neurais comuns de
percepcdo destes com os seres humanos, além de sintomas similares para doencas,
permitem que uma selecdo de plantas com propriedades terapéuticas realizadas por

primatas seja valida para testes em humanos (Huffman et al., 1996).
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Na literatura, ha varios relatos usando abordagem etolégica como fonte para estudo
de novas drogas vegetais. Propriedades terapéuticas como antibidticos, antiinflamatorios,
antipiréticos e imunoestimulantes ja foram descritas para espécies consumidas por
primatas (Huffman et al., 1998, Cousins & Huffman, 2002, Krief, 2003). Em estudos com
babuinos, Lozano (1998) e Engel (2002) verificaram o consumo esporadico e em baixas
quantidades diarias de folhas de determinadas plantas, que sdo bem relatadas na
literatura por suas propriedades estimulantes, apesar da alta disponibilidade para
consumo das espécies vegetais analisadas. Carrai et al. (2003), observaram que fémeas
de Iémures (Propithecus verreauxi) que apresentaram ingestdo de plantas ricas em
taninos durante o periodo de lactacdo, tiveram aumento no peso corporeo e estimulagédo
da secrecdo do leite, fato que estd de acordo com algumas propriedades biolégicas
desses polifendis. Krief et al. (2004) observaram o uso de folhas da espécie Trichilia
rubescens por chimpanzés em uma regido endémica de maldaria, e verificaram em
bioensaios que o extrato metandlico desta espécie possui expressiva acao antimalarica.
Além disso, foram isolados dois novos compostos limondides que também apresentaram
atividade antimalarica. Krief et al. (2006) investigaram a atividade biol6gica de 24 espécies
vegetais consumidas por chimpanzés, sendo observadas atividades antibacteriana,
antimalérica e antileishimania, além de significante citotoxicidade para células tumorais
humanas. Lacroix et al. (2009) observarm que extratos em acetato de etila da espécie
Markhamia lutea, consumida por chimpanzés, apresentaram alta atividade anti-leishimania
e anti-tripanossoma, além de baixa citotoxicidade contra células MRC5 e KB. Além disso,
0 emprego da estratégia zoofarmacogndstica para a selecdo de plantas proporcionou a
descoberta de novos compostos bioativos como os glicosideos esteroidais em Vernonia
amygdalina e limonoides em Trichilia rubescens dentre outros que podem atuar como
protétipos para novos farmacos (Jisaka et al., 1993, Krief et al., 2004).

Assim, a abordagem etoldgica se apresenta como mais uma forma de selecdo de
plantas com vista ao estudo de bioprospeccéo farmacéutica. Possui ainda a vantagem de
informar sobre espécies que nem sempre fazem parte do elenco de plantas da medicina

popular.
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1.3.1. Abordagem Etol6gica no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro - MG

Durante os meses de maio a outubro de 2006, pesquisadores do grupo BioPESB
(Programa de Bioprospeccdo e Uso Sustentavel dos Recursos Naturais do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro) monitoraram 43 individuos da espécie Brachyteles
hypoxanthus Kuhl (muriquis-do-norte) na Unidade de Conservacdo Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro, regido da zona da mata mineira, a fim de se obter dados sobre
habitos alimentares deste primata, sobretudo observando-se aspectos como a estrutura
vegetal ingerida (folhas, frutos, flores, entre outros) (Favaro, 2008). Essas informacdes
serviram para construcdo de um banco de dados do grupo BioPESB, visando a selecéo de
diferentes espécies vegetais a serem investigadas quanto a sua constituicdo fitoquimica e
seu potencial farmacoldgico.

Em levantamento bibliogréfico realizado com espécies vegetais consumidas pelos
muriquis-do-norte no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro quanto ao numero de relato
cientifico referente a estudos quimicos e farmacolégicos dessas plantas, foram
observados que das 29 espécies vegetais consumidas pelos primatas, apenas 27%
apresentavam estudos relacionados a constituicdo quimica ou acado farmacoldgica, ou
seja, 73% das espécies consumidas pelo B. hipoxanthus ndo possui qualquer estudo
relacionado a prospeccdo farmacéutica (Gontijo et al., 2007, Favaro, 2008). Em outro
trabalho de pesquisadores do grupo BioPESB/UFV, foi analisada ainda a diferenca de
informacBes sobre espécies vegetais obtidas através da abordagem etoldgica e da
etnofarmacologia. Assim, foi o observado que 100% das espécies consumidas pelos
primatas eram nativas da Mata Atlantica, enquanto somente 40% das espécies levantadas
etnofarmacologicamente eram nativas. Das espécies diagnosticadas através da
abordagem etologica, 60% ndo apresentaram estudos terapéuticos, sendo que apenas
cerca de 25% delas possuem estudos fitoquimicos e farmacologicos. Ja as espécies
observadas por abordagem etnofarmacologica, somente 20% nao apresentaram estudos
terapéuticos, enquanto que 70% delas possuem estudos fitoquimicos e farmacoldgicos
(Leite et al., 2012).

Dessa forma, o baixo numero de trabalhos cientificos referentes as espécies

vegetais consumidas pelo primata B. hipoxanthus incentivou o estudo fitoquimico e a
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avaliacdo do potencial terapéutico de algumas das espécies observadas no trabalho
realizado por Favaro (2008).

1.3.2. Parque Estadual da Serra do Brigadeiro

Localizado na Zona da Mata mineira, o Parque Estadual da Serra do Brigadeiro
(PESB) foi criado em setembro de 1996, através do Decreto N° 38.319, sendo
administrado pelo Instituto Estadual de Florestas — IEF/MG (IEF, 2008). O PESB é uma
Unidade de Conservacao (UC) que possui uma area de 13.210 hectares, com 126 km de
perimetro, caracterizada pela presenca dos biomas Mata Atlantica (Floresta Estacional
Semidecidual Submontana) e por Campos de Altitude (Rolim & Ribeiro, 2001). Abriga
diversos cursos d’agua que integram as bacias dos rios Paraiba do Sul e Doce, ocupando

terrenos de nove municipios mineiros (Leite et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Parque Estadual da Serra do Brigadeiro. A &area de vida do Grupo Matipd
corresponde a area estudada para abordagem etologica no PESB. Adaptado de Favaro
(2008).

Atualmente, o PESB é uma das mais importantes reservas naturais do Estado de
Minas Gerais, possuindo espécies raras, algumas em extincdo e muitas ainda nao
catalogadas pela ciéncia. No PESB esta localizado um continuum florestal que abriga
uma das maiores populagdes de muriquis-do-norte (Brachyteles hypoxanthus kuhl, 1820)
do Brasil (Mendes et al., 2005, Moreira et al., 2006).

1.3.3. Brachytelis hipoxanthus Kuhl

A espécie Brachytelis hipoxanthus Kuhl, conhecida popularmente por muriquis-do-
norte (Figura 2), é uma espécie endémica da Mata Atlantica exclusivamente herbivora,

sendo o maior primata das Americas (Strier, 1992). Devido principalmente a fragmentacao
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de seu habitat e a caca ilegal (Mendes et al., 2005), a espécie se encontra criticamente em
perigo de acordo com a Lista Oficial de Espécies da Fauna Brasileira Ameacgada de
Extincdo (Machado et al., 2005). Atualmente, € estimado que menos de 1000 individuos
da espécie B. hipoxanthus sobrevivam em alguns fragmentos isolados de Mata Atlantica

nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e sul da Bahia (Mourthé, 2006).

Figura 2. Espécie primata Brachytelis hipoxanthus Kuhl (muriqui-do-norte) do PESB.
Adaptado de Favaro (2008).

1.4. Espécies vegetais investigadas no presente trabalho

As 7 espécies vegetais estudadas neste trabalho foram selecionadas dentre as 29
espécies identificadas na dieta do primata B. hipoxanthus por terem sido coletadas em
volume de material vegetal satisfatorio para a realizagdo dos varios testes realizados, além
da maioria destas espécies apresentar baixo numero de estudos cientificos para os
extratos utilizados neste trabalho.
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1.4.1. Alchornea glandulosa Poepp. & Endl.

A espécie Alchornea glandulosa Poepp. & Endl., pertencente a familia botanica
Euphorbiaceae, € uma arvore de 10-20 metros de altura, conhecida popularmente por
canela-raposa, tapia ou tanheiro, encontrada principalmente no bioma Florestas Atlantica,
sendo comumente utilizada para tratamentos gastrointestinais (Lorenzi, 1998, Pellizzon et
al., 2010) (Figura 3). Estudos fitoquimicos das folhas espécie A. glandulosa mostram
composicdo rica em compostos fendlicos, sendo que o extrato etandlico desta planta
apresentou atividade larvicida (Urrea-Bulla et al., 2004). Compostos fendlicos isolados
desta espécie apresentaram acdo antioxidante e antiulcerogénica, além de acéo
qguimiopreventiva para cancer (Morais et al., 2010, Sumbul et al., 2011). Em outro trabalho,
Conegero et al. (2003) identificaram mistura de esteroides, terpendides, alcaldides e
compostos fendlicos no extrato metandlico das folhas de A. glandulosa. Ainda para o
extrato metandlico das folhas foi observada acdo antioxidante pelos testes do DPPH e B-
caroteno em placa de CCD (Calvo et al., 2007). Fracdo em acetato de etila do extrato
metandlico das folhas desta espécie mostrou acdo antiinflamatéria em testes in vivo
(Lopes et al.,, 2005). Estudos com fracdo acetato de etila e alcaléides isolados desta
espécie exibiram ainda ac¢do antiangiogénica in vitro (Lopes et al., 2009, Lopes et al.,
2011). Outros estudos in vivo sugerem que o0 extrato metandlico de folhas de A.
glandulosa atua na reducao de Ulceras gastricas em roedores, provocando aumento da
multiplicacdo celular relacionada ao crescimento da mucosa gastrica (Calvo et al., 2007).
Acao antimicrobiana e antifingica moderada, além de efeito citostatico e citocida para
melanoma, foram também encontradas para o extrato metandlico das folhas de A.
glandulosa (Conegero et al., 2003). Em testes mutagénicos com diferentes cepas de
Salmonella typhimurium/microssoma, o extrato metandlico de A. glandulosa apresentou

mutagenicidade in vitro e in vivo (Santos et al., 2010).
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Figura 3. Espécie vegetal Alchornea glandulosa Poepp. & Endl. (Euphorbiaceae).

1.4.2. Miconia latecrenata (DC.) Naudin

A espécie Miconia latecrenata (DC.) Naudin, pertencente a familia
Melastomataceae, € uma espécie endémica da Mata Atlantica, ocorrendo desde o Rio
Grande do Sul até a Bahia (Goldenberg, 2010) (Figura 4). Estudos mostraram efeito
citostatico em células tumorais humanas provocado por extratos etandlicos e
diclorometéanico das folhas desta espécie (Pais, 2011). Outros trabalhos encontrados para
esta espécie sdo referentes ao estudo fitossocioldgico, sistema reprodutivo e
levantamento morfopolinico (Vilela et al., 1999, Goldenberg & Varassin, 2001, Cruz-Barros
et al., 2007). Apesar de varios estudos farmacoldgicos sobre espécies do género Miconia,
foi verificado baixo nimero de estudos sobre acdo terapéutica e auséncia de estudos
sobre a composicao fitoquimica para a espécie Miconia latecrenata.

O género Miconia é o maior género da familia Melastomataceae, apresentando
aproximadamente 1000 espécies que ocorrem principalmente em areas tropicais das
Ameéricas (Renner, 1993). Extratos de espécies deste género tém demonstrado acao
antitumoral, analgésica, antimicrobiana, antioxidante, antimutagénica, tripassomicida e
atividade antimalarica (Hasrat et al., 1997, Celotto et al., 2003, Spessoto et al., 2003,
Cunha et al., 2008, Rodrigues et al., 2008, Serpeloni et al., 2008, Pieroni et al., 2011,
Serpeloni et al., 2011), além de mutagenicidade (Meyagusku & Varanda, 2009,
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Meyagusku & Varanda, 2010). Analise fitoquimica de espécies do género Miconia
mostraram composicdo rica em polifendis e triterpenos (Cunha et al., 2003, Rodrigues et
al., 2007).

Figura 4. Espécie vegetal Miconia latecrenata (DC.) Naudin (Melastomatacea).

1.4.3. Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer

A espécie Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer, pertencente a familia Lauraceae, € uma
espécie arborea nativa do Brasil e naturalmente encontrada nos dominios da Mata
Atlantica, do Rio Grande do Sul até o sul da Bahia, sendo comumente conhecida por
canela-sassafras (Santa-Catarina et al., 2001) (Figura 5). E utilizada para a recuperagéo
de matas ciliares degradadas e como arvore madeireira, estando por isso, incluida na lista
oficial de espécies ameacadas de extin¢do (IBAMA, 1992, Carvalho, 1994). Devido a baixa
incidéncia de outras espécies sob as copas de arvores de O. odorifera, a esta espécie é
atribuido efeito alelopatica (Filho & Nogueira, 2005). Estudos etnofarmacolégicos desta
espécie apontam para uso como antimalarico (Bolsaris, 2007). Em estudos fitoquimicos foi
observada a presenca em alta concentracdo do polifenol safol, além de fenilpropandides,
esteroides, sesquiterpenos e cumarinas (Marques & Massayoshi, 1990, Lordello et al.,
2000, Oltramari et al., 2004). Estudos antimicrobianos com o extrato metanolico de folhas
da espécie O. odorifera mostraram baixa atividade em ensaios de difusdo em agar (Souza
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et al., 2004). Outro estudo antimicrobiano realizado com a casca do tronco de O. odorifera
para 10 cepas bacterianas apontaram também baixa atividade antimicrobiana, sendo
somente 1 cepa sensivel ao extrato de O. odorifera (Rodrigues, 1996). Estudos com 6éleo
essencial e polifendis isolados desta espécie mostroram acéo antifingica e larvicida (Pinto
et al., 2010, Castro & Lima, 2011, Yamaguchi et al., 2011). Em trabalhos com extratos
aquosos das folhas, cascas de troncos e cascas de raizes de O. odorifera foram
observados grande potencial alelopatico (Carmo et al., 2007). Outros trabalhos mostram
estudos de fenologia e estrutura populacional desta espécie (Ribeiro et al., 2011ab)

Para o género Ocotea encontra-se aproximadamente 350 espécies, sendo
observadas principalmente em regiées neotropricais (Mabberley, 1997). A espécies do
género Ocotea séo atribuido uso como aromatizante, acdo antioxidante, antimicrobiana,
antifangica, tripassomicida, antiinflamatdria e antiplaquetaria, além de efeitos
cardiovasculares (Kijoa et al., 1981, Bruni et al., 2004, Setzer et al., 2006, Tognolini et al.,
2006, Ballabeni et al., 2007, Noriega & Dacarro, 2008, Ballabeni et al., 2010). Estudos
mostram ainda alta toxicidade a células de mamiferos e mutagenicidade de diferentes
espécies deste género (Marques et al., 2003, Chaverri et al., 2011). Estudos fitoquimicos
mostram a presenca de neolignanas, flavonoides, terpendides e alcal6ides em diferentes
tipos de extratos para espécies de Ocotea (Garcez et al., 1995, Lordello & Yoshida, 1997,
Silva et al., 2002, Takaku et al., 2007).

Figura 5. Espécie vegetal Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (Lauraceae).
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1.4.4. Psychotria suterella Mull. Arg.

A espécie Psychotria suterella Mull. Arg., pertencente a familia Rubiaceae, € um
arbusto de até 2 metros de altura, encontrada em florestas tropicais costeiras brasileiras
(Dillemburg & Porto, 1985) (Figura 6). Em estudos com extrato etandlico basificado das
folnas de P. suterella foram identificados 3 alcaléides inddlicos monoterpénicos, que
apresentaram baixo efeito analgésico, assim, como o extrato bruto (Santos et al., 2001). A
maior parte dos estudos sobre a espécie P. seuterella esta relacionada a trabalhos sobre
ecologia e fenologia desta espécie (Lopes & Buzato, 2005, Bertani, 2006, Ines, 2006).

O género Psychotria reconhecido principalmente pela producdo de alcaldides
apresenta entre 1000 a 1600 espécies catalogadas (Nepokroeff et al., 1999). Estudos
mostram acdo antioxidante, antimutagénica e acdo analgésica in vitro para espécie de
Psychotria (Elisabetsky et al., 1997, Fragoso et al., 2008) sendo comumente reconhecidas
por seus efeitos psicotropicos, devido principalmente a presenca de alcalbides (Lopes et
al., 2004).

Figura 6. Espécie vegetal Psychotria suterella Mill. Arg. (Rubiaceae).

1.4.5. Psychotria vellosiana Benth.

A espécie Psychotria vellosiana Benth., pertencente a familia Rubiaceae, € um

arbusto de 2-4 metros de altura, comum em locais sombreados de florestas tropicais
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umidas e em cerrado, distribuida no leste do Brasil, de Santa Catarina até Pernambuco
(Labouriau et al., 1964) (Figura 7). Estudos com extratos etandlicos e cloreto de metileno
das folhas de P. vellosiana mostram a presenca dos compostos fitoquimicos flavonadides,
alcaldides, taninos, cumarinas e esteroides/triterpenos, além de alta atividade antioxidante
in vitro para o extrato etandlico, baixa toxicidade in vivo e alto valor nutricional para as
folnas de P. vellosiana (Vieira, 2010). Além disso, estudos com extrato etandlico das
folhas de P. vellosiana mostraram ac&o antimicobacteriana com auséncia de citotoxicidade
para células de mamiferos (Ramos et al., 2008). Contudo, a maior parte dos estudos sobre
a espécie P. vellosiana esta relacionada a trabalhos sobre germinacdo e anatomia foliar
desta espécie (Araudjo & Cardoso, 2006, Melo et al., 2011).

Figura 7. Espécie vegetal Psychotria vellosiana Benth. (Rubiaceae).

1.4.6. Rudgea jasminoides (Cham.) Mill. Arg.

A espécie Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg., pertencente a familia Rubiaceae,
€ uma arvore pequena, reconhecida pelo cheiro agradavel de suas flores durante o
periodo de floracdo (Lopes et al.,, 1999) (Figura 8). Estudos realizados por Braga et al.
(1991) mostraram a producao de substancias antifingicas por esta espécie. Em trabalho
com suspensdes celulares da espécie R. jasminoides foi observado alta atividade
fungicida devido principalmente a atividade de moléculas indutoras de fitoalexinas

antifangicas (Silva & Braga, 2004, Oliveira et al., 2009). Oliveira et al. (2007) descreveram
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a ocorréncia de antraquinonas e naftoquinona como metabdlitos secundarios constitutivos
induzida em suspensdes celulares dessa espécie. Em estudos fitoquimicos foram isolados
derivados triterpénicos do extrato acetonico das folhas de R. jasminoides, identificados
pela primeira vez na familia Rubiaceae (Lopes et al., 1999). Em outro estudo foi observada
a biotransformacao de carboidratos provocada por células de R. jasminoides cultivadas
em suspensdao (Oliveira Junior, 2004, Oliveira Junior et al., 2010).

Para o género Rudgea, observa-se que ele é amplamente distribuido ao longo da
costa leste do Brasil, sendo algumas espécies deste género usadas como remédio contra
sifilis e reumatismo (Pio-Correa, 1931). Estudos fitoquimicos mostram a presenca de
flavondides, taninos, saponinas e triterpenos para diferentes extratos de folhas de espécie
do género Rudgea (Young et al., 1998, Alves et al., 2004). Estudos toxicolégicos e
diuréticos de espécie do género Rudgea mostraram auséncia toxicologica e aumento da

atividade diurética em ratos (Pucci et al., 2010).

Figura 8. Espécie vegetal Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg. (Rubiaceae).

1.4.7. Solanum swartzianum Roem. & Schult

A espécie Solanum swartzianum Roem. & Schult, pertencente a familia
Solanaceae, é um arbusto nativo com 1-3 metros de altura exclusivo da América do Sul,
distribuida por varios estados brasileiros (Mentz & Oliveira, 2004, Agra et al., 2009) (Figura

9). Na literatura ha estudos que mostram a dinamica fitossociologica, a estrutura de
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regeneracao e anatomia para a espécie S. swartzianum (Nappo et al., 2004, Feliciano &
Salimena, 2011, Souto & Boeger, 2011). Contudo, ndo foram encontrados estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos para esta espécie.

Para o género Solanum verifica-se que ele é o maior género da familia Solanaceae,
com cerca de 1500 espécies habitando sistemas ecoldgicos estabelecidos em regifes
tropicais e subtropicais do mundo (Agra, 1999). Além de alcaldides, os flavondides e
saponinas constituem os grupos de substancias mais freqientes em espécies do género
Solanum (Mola et al., 1997, Silva & Carvalho, 2003). Varias espécies do género Solanum
ja foram estudadas apresentando diversas fun¢bBes terapéuticas como atividade
antioxidante, efeito hepatoprotetor, acdo antidiabética, acdo antimicrobiana, efeito
analgésico dentre outros (Chah et al., 2000, Bento et al., 2004, Ribeiro et al., 2007, Sabir &
Rocha, 2008, Gandhi et al., 2011).

Figura 9. Espécie vegetal Solanum swartzianum Roem. & Schult (Solanaceae).
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CAPITULO 2

PROSPECCAO FITOQUIMICA, QUANTIFICACAO FENOLICA E ACAO
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS AQUOSOS DAS ESPECIES VEGETAIS
CONSUMIDAS NA DIETA DO PRIMATA Brachyteles hipoxanthus Kuhl
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1. INTRODUCAO

O reino vegetal é repositario de uma grande biblioteca quimica. Assim, extratos de
plantas representam rica fonte de produtos natuais, sendo varios destes com potencial
atividade biologica, tendo importante participagcdo na descoberta e desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos (Harvey, 2000).

Dentre os diferentes compostos oriundos do metabolismo secundario vegetal, os
compostos fendlicos estdo entre os metabdlicos que despertam grande interesse
biolégico, devido a grande variedade de a¢Bes farmacoldgicas, tais como antialérgicos,
antiaterogénicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antitromboticos, antioxidantes e
cardioprotetores e vasodilatadores (Benavente-Garcia et al., 1997, Samman et al., 1998,
Middleton et al., 2000, Puupponen-Pimia et al., 2001, Manach et al., 2005). Varios artigos
tém relatado diferentes atividades biol6gicas para os compostos fendlicos, atuando
inclusive na prevencdo de doencas degenerativas e tratamento de tumores e doencas
cardiovasculares (Scalbert et al., 2005).

Nesse contexto, a capacidade de compostos fendlicos de agir como antioxidante
tem sido bastante relatado (Hossain & Shah, 2011). A atividade antioxidante dos
compostos fendlicos deve-se principalmente a sua propriedade redutora, desempenhando
papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de
transicdo, podendo agir tanto na etapa de iniciacio como na propagacdo do processo
oxidativo (Souza et al., 2007). A acdo antioxidante destes compostos fendlicos é relatada
em varios estudos que mostram estes polifendis como participante na inibicdo de
peroxidacdo lipidica (Vinson & Dabbagh, 1998), prote¢cdo contra a oxidagdo de
lipoproteinas (Fuhrman et al., 1995), reducdo da agregacdo plaquetédria (Renaud &
Delorgeril, 1992) e aumento da vasodilatacdo (Fitzpatrick et al., 1993). Outros estudos
apontam também a acdo antioxidante destes compostos naturais como agentes
anticarcinogénicos, atuando como fator de protecao fisioldgica (De Flora et al., 1992, Yagi
et al., 2002, Ben Ammar et al., 2007). No caso de supressao da carcinogénese, os efeitos
relatados pelos antioxidantes sdo consistentes com a visdo de que os radicais livres estao
envolvidos como agentes fundamentais no processo de desenvolvimento de cancer
(Hartman & Shankel, 1990).
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Nesse sentido, a busca por novos compostos naturais com potencial acao
antioxidante representa uma promissora abordagem terapéutica, principalmente em
processos de inibicdo de danos causados por radicais livres em sistemas biolégicos, como
0 processo respiratorio e diversas outras reacfes redox, que ocorrem nas células
aerdbicas. Além disso, o crescente interesse por antioxidantes naturais se justifica ainda
pela toxicidade apresentada por conhecidos agentes antioxidantes sintéticos da industria
alimenticia como butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT), uma vez que estudos
tém mostrado que estes compostos possuem efeitos patogénicos, toxicos e

carcinogénicos (Amarowicz et al., 2000).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Identificar classes fitoquimicas, quantificar o conteudo de polifendis totais e analisar
0 potencial antioxidante dos extratos aquosos de 7 espécies vegetais consumidas pelo
primata B. hipoxanthus.
2.2. Objetivos Especificos

v' Obter extratos aquosos das folhas das espécies vegetais consumidas na dieta do
primata Brachyteles hipoxanthus Kuhl, presente no fragmento de Mata Atlantica do

Parque Estadual da Serra do Brigadeiro;

v' Realizar prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada delgada (CCD) dos

principais grupos de metabdlitos secundarios que compdem esses extratos;

v' Quantificar por método espectrofotométrico o contelldo de polifendis totais dos

extratos usando reagente de Folin-Ciocalteu;

v' Avaliar a atividade antioxidante dos extratos vegetais in vitro pelo método do radical
-DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila);

v' Avaliar a atividade antioxidante total dos extratos vegetais in vitro pelo método de

co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico;

v' Avaliar a atividade antioxidante dos extratos vegetais in vitro pelo método da

peroxidacéo lipidica (TBARS).
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3. METODOLOGIA

3.1. Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

As amostras das espécies vegetais foram coletadas no més de dezembro de 2010,
na trilha “Vale do Ouro” localizada dentro da Unidade de Conservagdo (UC) Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro, regido da Zona da Mata, Minas Gerais. As arvores nas
guais foram coletadas as espécies vegetais utilizadas neste trabalho foram
georeferenciadas. A “Licenga de autorizagdo de coleta” na UC foi expedida pelo Instituto
Estadual de Floresta de Minas Gerais, (N° UC 073/07, COL 050/07).

A identificagdo das espécies foi realizada por confronto de exsicatas no Herbario
VIC, da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.2. Secagem e obtencao do extrato vegetal

As folhas das espécies coletadas foram separadas e secadas em estufa ventilada
escura a temperatura de 37 °C por 48 horas, sendo posteriormente pulverizadas em

moinho de faca.

Os extratos aquosos das espécies vegetais Alchornea glandulosa Poepp. & Endl.
(Euphorbiaceae), Miconia latecrenata (DC.) Naudin (Melastomataceae), Ocotea odorifera
(Vell.) Rohwer (Lauraceae), Psychotria suterella Mull. Arg. (Rubiaceae), Psychotria
vellosiana Benth. (Rubiaceae), Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg. (Rubiaceae) e
Solanum swartzianum Roem. & Schult (Solanaceae) foram preparados por infusdo do
pulverizado das folhas, na proporcdo de 1:20 (relacdo droga vegetal: solvente extrator).
Para esse procedimento, ao material vegetal foi adicionada agua destilada a 90 °C. O
pulverizado das folhas das espécies foi deixado em contato com o solvente durante 15
minutos, sob agitacdo. Apds este procedimento, o material foi filtrado em papel de filtro a
vacuo, e o extrato obtido foi levado ao liofilizador por 12 horas, obtendo-se, assim, 0s
extratos secos liofilizados. Por fim, foi calculado o rendimento em percentagem do extrato
seco em relacdo ao peso da droga vegetal usada para obteng&o do extrato (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies vegetais, identificacdo e rendimento dos extratos aquosos das folhas.

Espécies Sigla *Exsicata **Rendimento (%)
Alchornea glandulosa Poepp. & Endl. EAAG - 16,6
Miconia latecrenata (DC.) Naudin EAML VIC 34.321 28,1
Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer EAOO - 5,8
Psychotria suterella Mall. Arg. EAPS - 13,9
Psychotria vellosiana Benth. EAPV VIC 32.147 5,3
Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg. EARJ VIC 34.322 15,0
Solanum swartzianum Roem. & Schult EASS - 9,2

Nota: -: exsicata ndo depositada em Herbario. *Numero da Exsicata depositada no
Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa. **Rendimento do extrato seco em
relacdo ao peso da droga vegetal usada para obtencao do extrato.

3.3. Prospeccéao fitoguimica e obtencéo do perfil cromatografico

Para a identificacdo das classes fitoquimicas que compdem os extratos estudados
foram realizados testes de investigacdo da presenca de metabdlitos secundarios para:
alcaldides, antraguinonas, cumarinas, flavonoides, heterosideos cardioténicos, saponinas,
taninos e triterpenos/esterdides. As cromatografias em camada delgada (CCD) foram
realizadas seguindo as metodologias descritas por Wagner (1984 e 1996) e Harbone
(1984), utilizando cromatofolhas com fase estacionéaria silica-gel F,s4, diferentes fases
moveis e revelacdo empregando reagentes especificos combinado, em alguns casos, com
a visualizacdo do cromatograma sob luz de comprimento de onda na regidao do
ultravioleta, 254 e 365 nm. Os resultados obtidos pela cromatografia foram confrontados

com padrdes de referéncia especificos para cada classe fitoquimica analisada (Tabela 2).
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Tabela 2. Prospeccdo fitoquimica dos extratos aquosos das espécies vegetais estudadas.

Metabodlitos Mistura Eluente Revelador Amostra de
Secundarios Referéncia
Alcalsides Acetato de etila/Metanol/Agua Reagente de Quinina
(80/11,2/8) Drangendorff
Antraquinonas  Acetato de etila/Metanol/Agua Solucéo de 1,8-
(81/11/8) Hidroxido de diidroxiantraquinona
potassio a 5% em
etanol
Cumarinas Eter etilico/Tolueno (1/1) Solucéo de
Hidroxido de Benzopirona
potéssio a 5% em
etanol
Flavondides Acetato de etila/Acido Solucéo de cloreto
formico/Acido acético/Agua  de aluminio a 5% Quercitina
(75/7,5/7,5/18) em etanol
Heterosideos Acetato de etila/Metanol/ Reagente de Digitoxina
cardiotonicos Agua (81/11/8) Kedde Solucédo A e
B (1/1)
Saponinas Cloroférmio/ Acido Anisaldeido 18 B-glicirretinico
acético/Metanol (50/25/12)
Acetato de etila/Acido
Taninos formico/Acido acético/Agua Solugdes de Acido pirogalico
(70/7,717,7/19) KsFe(CN)s 1% e
FeCls 2% (1/1)
Triterpenos e  Hexano/Acetato de etila (1/1) Reagente de B-sitosterol
esteroides Lieberman
Burchard
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3.4. Quantificacdo de polifendis totais

A determinacado de polifendis totais foi avaliada pelo método descrito por Simone et
al. (2007) usando reagente de Folin-Ciocalteu. Assim, EAAG, EAML, EAOO, EAPS,
EAPV, EARJ e EASS foram diluidos em diferentes concentra¢des e adicionados em tubo
de ensaio com volume final de 8,5 mL. Em seguida, foram adicionados aos 8,5 mL dos
tubos de ensaio, 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu e apo6s trés minutos a adicéo
deste reagente, foi acrescentado 1 mL de solu¢do de carbonato de sodio a 15% p/v a cada
tubo. Esta solugcédo, depois de homogeinizada, foi deixada em repouso por 60 minutos,
sendo apds este intervalo realizada a leitura de absorvancia a 760 nm, em
espectofotdbmetro na regido de UV-Vis contra um padrdo branco. Uma curva utilizando o
padréo de acido tanico foi usada para determinacdo da quantidade de polifendis totais das
amostras, que foram expressas em equivalentes de acido tanico. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

3.5. Avaliagao da atividade antioxidante in vitro

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de forma a permitir uma rapida selecdo de extratos e/ou produtos naturais com
potencial antioxidante. Dentre estes métodos utilizados para avaliar atividade antioxidante
destacam-se os de sequestro de radicais livres, como DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
0 sistema de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico e o de peroxidagdo lipidica
(Makrigiorgos, 1997, Duarte-Almeida et al., 2006).

3.5.1. Sistema de sequestro de radicais livres - DPPH
A atividade antioxidante determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro do

radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) avalia a capacidade dos antioxidantes

presentes nos extratos vegetais de sequestrar o radical DPPH (Blois, 1958).
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No presente trabalho, a avaliacdo da atividade antioxidante pelo sequestro de
radicais livres pelo DPPH foi realizada segundo Abdel-Hameed (2009). Assim, diferentes
guantidades de EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS foram diluidas em
metanol, de modo a obter cinco solugdes com concentracdes distintas. Uma aliquota de 2
mL de cada solugdo foi adicionada a 2 mL de uma solucdo de DPPH (0,1 mM), recém-
preparada. Apoés trinta minutos de reagdo no escuro a temperatura ambiente, foi realizada
a leitura da absorvancia a 517 nm em espectrofotdmetro na regido de UV-Vis. Como
padrdes antioxidantes foram utilizados o produto sintético butil-hidroxitolueno (BHT) e o
extrato padronizado de Ginkgo biloba EGb 761 (EPGB), que foram testados na mesma
concentracdo das demais amostras vegetais a fim de serem usados como controles
positivos para acao antioxidante. O extrato padrdo de Ginkgo biloba EGb 761 é um extrato
seco padronizado oriundo das folhas de Gingko biloba, constituido por 24% de glicosideos
flavonoides, 6% de lactonas terpénicas, além de terpendides, protoantocianidinas e outros
constituintes (He et al., 2008). Todas as leituras foram realizadas em triplicata. Pela
analise da curva de calibracdo por regressao logaritmica, foi calculada a quantidade em
massa de extrato necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial do radical DPPH
(ICs0). O percentual de sequestro de DPPH foi calculado pela equacédo abaixo, sendo que
a solucéo de DPPH sem adicao de extrato foi usada como controle.

% sequestro do radical DPPH = [1 — (abs. amostra)/(abs. controle)] x 100.

3.5.2. Método co-oxidagao do B-caroteno/acido linoléico

O meétodo de co-oxidagao do [B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagdo do acido linoléico. Este método
esta fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragao (oxidagao) do -
caroteno induzida pelos produtos de degradacgéo oxidativa do acido linoléico (Marco, 1968,
Miller, 1971).

Para o presente trabalho, a atividade antioxidante pela co-oxidagdo do -
caroteno/acido linoléico foi determinada de acordo com Yu et al. (2006), com algumas

modificacdes. Assim, para o preparo da mistura reativa, 5.000 pg de B-caroteno
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dissolvidos em 10 mL de cloroférmio foram adicionados a 300 pL de acido linoléico e 2 mL
de Tween 20. Posteriormente, a mistura foi submetida a completa evaporacdo do
cloroféormio em evaporador rotatério a 50 °C. A esta mistura isenta de cloroférmio, foram
adicionados 500 mL de agua previamente saturada com oxigénio durante 30 minutos.
Apés esta mistura, a solugcdo reativa foi agitada vigorosamente. Assim, a 5 mL desta
mistura reativa foi adicionado 1 mL de EAAG, EAML, EAQO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS,
obtendo-se uma concentragdo final de 25 ug/mL dos extratos no tubo de ensaio.
Posteriormente, os tubos de ensaio contendo a solucgéo final foram incubados a 50 °C para
acelerar as reagdes de oxidacao e iniciar o descoramento do [-caroteno. As leituras das
absorbéancias foram realizadas em intervalos de 20 minutos, sendo lidas do tempo O
minuto de incubacdo até 160 minutos a 470 nm. O padrdo antioxidante sintético butil-
hidroxitolueno (BHT) e o extrato padronizado de Ginkgo biloba EGb 761 (EPGB) foram
testados na mesma concentracdo das amostras vegetais a fim de serem usados como
controles positivos para acao antioxidante. As analises foram realizadas em triplicatas. Os
resultados foram expressos como percentagem de inibicdo da oxidacdo das amostras
(Aam), que foi calculada em relacdo ao decaimento da absorbancia do controle negativo

sem amostras (Ac).

Ac= Abs. inicial — Abs. final Aam= Abs. inicial — Abs. final
% Inibicdo= ((Ac — Aam)/Ac) X 100

3.5.3. Método de Peroxidacdao Lipidica

Andlises que utilizam membrana lipidica como alvo de oxidagdo por espécies
reativas tém sido amplamente empregadas como método para avaliagdo de atividade
antioxidante de extratos vegetais (Aldini et al., 2006). Entre as diversas técnicas que
utilizam biomembranas, a que emprega lipossoma tem a vantagem de ser facilmente
preparada, tendo suas propriedades fisico-quimicas bem caracterizadas (Morigaki &
Walde, 2007).

Dessa forma, para o presente trabalho, a atividade antioxidante por peroxidacao

lipidica foi realizada conforme Conforti et al. (2002), com algumas modificacdes. Para o
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procedimento, em tubo de ensaio foi adicionado a 2,5 mL de agua destilada, 500 yL de
solugéo de lecitina de soja (7700 ug/mL), 1 mL de acido ascérbico (1750 ug/mL), seguido
de 125 pL de cloreto de ferro Il (330 pg/mL) e 100 yL de EAAG, EAML, EAOO, EAPS,
EAPV, EARJ e EASS. ApOs a adicdo destes reagentes, os tubos foram incubados em
shaker por 60 minutos a 40 °C. Decorrido este periodo, foi acrescentado 1 mL de acido
tiobarbiturico (TBA a 3700 ug/mL) em todos os tubos, sendo os tubos colocados em
banho-maria a 80 °C por 15 minutos, obtendo-se uma concentracdo final dos extratos de
12 pg/mL. Apods esta etapa, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10 000 rpm.
Assim, foi realizada a leitura a 532 nm do sobrenadante da centrifugacdo. O padrao
antioxidante sintético butil-hidroxitolueno (BHT) e o extrato padronizado de Ginkgo biloba
EGb 761 (EPGB) foram testados na mesma concentracdo das amostras vegetais a fim de
serem usados como controles positivos para acdo antioxidante. Todas as analises foram
realizadas em triplicatas. O calculo da porcentagem de inibicdo peroxidativa foi realizado
usando-se absorvancia do controle negativo (Ac) e absorvancia da amostra (Aam).

% Inibicdo= ((Ac — Aam)/Ac) X 100
3.6. Andlise estatistica
Os dados de guantificacdo fendlica, atividade antioxidante por DPPH, co-oxidacao
B-caroteno/acido linoléico e peroxidacgéao lipidica foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) e teste de médias (teste de Tukey) p<0,05. Além disso, foi avaliada a Correlacdo

de Pearson do conteudo de polifendis totais com os diferentes testes antioxidantes

empregados (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Prospeccao fitoquimica

Os resultados da prospeccéo fitoquimica realizada para EAAG, EAML, EAOO,
EAPS, EAPV, EARJ e EASS estéo apresentados na Tabela 3.

A alta polaridade dos extratos aquosos analisados € responsavel pela auséncia de
classes fitoquimicas como triterpenos/esteroides, geninas de antraquinonas e alcaloides
livres para EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS. Quanto aos heterosideos
cardiotonicos sabe-se que estes compostos possuem distribuicdo restrita a algumas
familias botanicas (Cunha, 2005). Contudo, nesta analise fitoquimica preliminar, os
resultados negativos nao implicam necessariamente na auséncia do grupo de metabdlitos
secundarios na espécie estudada, uma vez que o material investigado foi o extrato
aguoso, ou seja, foram analisados os constituintes mais polares presentes em cada planta
(Boligon et al., 2009).

Aos compostos fendlicos sdo atribuidas diversas funcdes terapéuticas, tais como
antialérgicos, antiaterogénicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antitrombaoticos,
antioxidantes, antimutagénicos e cardioprotetores e vasodilatadores (Benavente-Garcia et
al., 1997, Samman et al., 1998, Middleton et al., 2000, Puupponen-Pimia et al., 2001,
Manach et al., 2005, Scalbert et al., 2005). As saponinas sdo conferidas propriedades
tensoativas, antiinflamatorias, analgésicas, antimicrobiana, antiasmaticas,
cardiovasculares, adstringentes, antiulcerativas e antineoplasticas (Ribeiro et al., 1995,
Just et al., 1998, Baba et al., 2000, Albiero et al., 2002, Herlt et al., 2002, Pelegrini et al.,
2008).
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Tabela 3. Resultados da prospeccao fitoquimica, por CCD e valor do fator de retencdo (entre parénteses) dos extratos

aquosos das espécies estudadas e dos padrdes de referéncia utilizados.

Metabélitos EAAG EAML EAOO EAPS EAPV EARJ EASS Padréao
secundarios Referéncia
Alcal6ides - - - - - - - *
(5.4)
Antraquinonas - - - - - - - +
(4.4)
Cumarinas - - - - + - - +
(2,1) (5,2)
Flavonoides + - + + - + + +
(3,3/5,5) (0,6/2,1) (3,1) (1,6/3,9) (4,2) (4,0)
Heterosideos - - - - - - - +
cardiotonicos (3,8)
Saponinas + + + + + + - +
(2,3/2,5/14,7) (2,3/2,5) (0,8/2,4/2,5/4,5) (0,8/2,5) (2,5 (0,8/2,3/4,7) (7,0)
Taninos + + + + + + + +
(5,3) (1,6) (4,0/6,4) (4,0/45) (4,5 (2,0/5,0) (5,0) (6,7)
Triterpenos e - - - - - - - +
esteréides (6,6)

Nota: +: presenca, -: auséncia. EAAG - Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia
latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso Psychotria suterella, EAPV - Extrato
Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso Rudgea jasminoides e EASS - Extrato Aquoso Solanum
swartzianum. Padrdo Referéncia: Alcaldides — Quinina, Antraquinonas - 1,8-diidroxiantraquinona, Cumarinas -
Benzopirona, Flavonoides - Quercitina, Heterosideos Cardiotonicos - Digitoxina, Saponinas - 18 B-glicirretinico, Taninos -
Acido pirogélico, Triterpenos e esteroides - B-sitosterol.
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Estudos fitoquimicos da espécie A. glandulosa mostram composicao rica do extrato
etandlico das folhas em compostos fendlicos, além da presenca de esteroides,
terpendides, polifendis e alcoldides para o extrato metandlico, (Conegero et al., 2003,
Urrea-Bulla et al., 2004). Em estudos com extrato etandlico basificado das folhas de P.
suterella foram identificados alcaldides indolicos monoterpénicos (Santos et al., 2001).
Para a espécie P. vellosiana, estudos com extratos etandlico e diclorometanico das folhas
mostraram a presenca das classes fitoquimicas flavonoides, alcaldides, taninos,
cumarinas e esteroides/triterpenos (Vieira, 2010). Em trabalho com suspensées celulares
de R. jasminoides foi observada a ocorréncia de antraquinonas, além de derivados
triterpénicos em extrato acetonico (Lopes et al., 1999, Oliveira et al., 2007). Nao foram
encontrados trabalhos fitoquimicos para as demais espécies estudadas. Contudo, analise
fitoquimica de espécies do género Miconia mostraram composicao rica em polifendis e
triterpenos (Cunha et al., 2003, Rodrigues et al., 2007). Estudos fitoquimicos mostram a
presenca de neolignanas, flavondides e alcal6ides em diferentes tipos de extratos para
espécies de Ocotea (Garcez et al., 1995, Lordello & Yoshida, 1997, Silva et al., 2002).
Para espécies do género Solanum, além de alcalbides, polifendis e saponinas constituem

0s grupos de substancias mais frequientes (Mola et al., 1997, Silva & Carvalho, 2003).

4.2. Quantificacdo de polifendis totais

A Tabela 4 apresenta o conteudo fendlico total das amostras de EAAG, EAML,
EAQOQO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS, analisadas pelo método de Folin- Ciocalteu.
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Tabela 4. Resultados da quantificagcdo de polifendis totais dos extratos aquosos das
espécies estudadas.

Amostras Quantificagcao Polifendis (ug EAT/mg extrato)
EAAG 80,9 + 0,2°
EAML 81,5+0,3%
EAOO 40,1+0,1°
EAPS 16,8+ 0,4'
EAPV 22,4 £0,1°
EARJ 18,0 £ 0,1°
EASS 23,8+0,1°

Nota: Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05. EAAG -
Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia latecrenata, EAOO
- Extrato Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso Psychotria suterella, EAPV -
Extrato Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso Rudgea jasminoides e
EASS - Extrato Aquoso Solanum swartzianum.

Das espécies analisadas somente para planta A. glandulosa foram verificados
estudos descritos na literatura com quantificacdo fendlica, sendo que neste caso o
conteado fendlico do extrato metandlico seco de suas folhas representou 10% do
contetdo do extrato (Calvo et al., 2007).

Na analise comparativa do contetdo polifendlico de EAAG, EAML, EAOO, EAPS,
EAPV, EARJ e EASS, observam-se maiores valores para EAML E EAAG, seguidos por

EAQO, EASS, EAPV, EARJ e EAPS (Figura 1).
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Figura 1. Quantidade média de polifendis totais expressos em micrograma Equivalentes
de Acido Tanico por miligrama de extrato seco (ug EAT/mg extrato). Os histogramas
seguidos pela mesma letra possuem médias que nao diferem, entre si, pelo teste Tukey a
p<0,05. Os seguimentos de retas verticais nos histogramas correspondem aos desvios
padrées. EAAG - Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia
latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso Psychotria
suterella, EAPV - Extrato Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso Rudgea

jasminoides e EASS - Extrato Aquoso Solanum swartzianum.

4.3. Acéo antioxidante

Entre as espécies analisadas, apenas para as espécies A. glandulosa e P.
vellosiana foram encontrados estudos sobre a atividade antioxidante. Calvo et al. (2008)
observaram agao antioxidante pelos testes do DPPH e B-caroteno em placa de CCD para
extrato metandlico de folhas de A. glandulosa. Vieira (2010) encontrou alta atividade

antioxidante para o extrato etandlico das folhas de P. vellosiana.

4.3.1. Acao antioxidante pelo método do radical DPPH

A Figura 2 apresenta os graficos e as respectivas equacdes logaritmicas obtidas da

analise da atividade antioxidante pelo método do DPPH, além de analise comparativa dos
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ICso obtidos através das equacdes logaritmicas. Todas as equaces utilizadas apresentam
significancia estatistica (p<0,05), além de valor para regressdo maior do que 0,9. Na
Tabela 5 (pagina 67) encontram-se o valor de ICsg para todos os extratos analisados.

Através da andlise dos resultados é possivel observar a maior atividade antioxidante
para EAML, EAAG e EAOO em relagdo aos demais extratos. Importante ressaltar o
potencial antioxidante desses trés extratos, que apresentam valor de ICs estatisticamente
iguais ao ICso dos padrdes antioxidantes BHT e EPGB. Para os demais extratos, 0s
valores de ICsy foram consideravelmente maiores do que o ICso dos padrdes antioxidantes.
Contudo, este fato ndo exclui o potencial antioxidante de EASS, EAPV, EARJ e EAPS,
uma vez que o valor maximo de ICso encontrado (74,2 ug/mL para EAPS) ainda pode ser
considerado como acédo antioxidante relevante. Extratos de plantas com ICso maior do que
80 ug/mL foram consideradas com potencial atividade antioxidante (Roesler et al., 2007).

A alta atividade antioxidante encontrada principalmente para EAAG, EAML e EAOO
pode estar relacionada ao alto teor de polifendis totais observados para estes extratos.
Sabe-se gue polifendis estdo diretamente relacionados a acéo antioxidante e que extratos
aguosos favorecem a extracdo destes compostos fendlicos (Kubola & Siriamornpun, 2008,
Sarikurkcu et al., 2009).
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Figura 2. Percentagem de acéo antioxidante pelo método do DPPH e comparacao de ICsg
para BHT, EPGB, EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS. Médias com letras

iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05. BHT - padrédo sintético butil-
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hidroxitolueno, EPGB - Extrato Padronizado Ginkgo biloba, EAAG - Extrato Aquoso
Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia latecrenata, EAOO - Extrato
Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso Psychotria suterella, EAPV - Extrato
Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso Rudgea jasminoides e EASS -

Extrato Aquoso Solanum swartzianum.

4.3.2. Acao antioxidante pela co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico

A Figura 3 apresenta o perfil do descoramento do (B-caroteno e a percentagem de
atividade antioxidante de EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ, EASS e os padrdes
BHT e EPGB. Na Tabela 5 (pagina 67) encontram-se os valores da percentagem de acéo
antioxidante pela co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico para todos os extratos analisados.

A andlise dos resultados mostra similaridade entre os perfis de percentagens
antioxidantes para EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EASS e EAPV. O padréo sintético BHT
apresentou a maior percentagem de acdo antioxidante (79,3%), sendo significativamente
maior do que a percentagem obtida para os extratos analisados. Ja o extrato padronizado
EPGB ndo apresentou diferenca estatistica do controle negativo (sem tratamento). Os
demais extratos analisados EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ, EASS
apresentaram diferenca estatistica em relacédo ao controle negativo, resultado da protecao
da molécula de [3-caroteno por parte dos extratos.

A menor atividade antioxidante dos extratos analisados comparado ao padréo BHT e
a auséncia de acdo antioxidante para EPGB pode estar relacionada a possivel
degradacdo de compostos fendlicos ocorrida pelo tratamento térmico por curto periodo
inerente a metodologia do teste de co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico ocasionando,
assim, diminuicdo da acéo antioxidante (Anese et al., 2002).
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Figura 3. Perfil do descoramento do (-caroteno incubado com os extratos em funcdo do
tempo de reacdo, além da comparagdo da percentagem de acdo antioxidante pelo método
de co-oxidacao 3-caroteno/acido linoléico para BHT, EPGB, EAAG, EAML, EAOO, EAPS,
EAPV, EARJ, EASS e o controle negativo usado no teste. A concentracdo final das

amostras é 25 uyg/mL. Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste Tukey a




p<0,05. BHT - padréo sintético butil-hidroxitolueno, EPGB - Extrato Padronizado Ginkgo
biloba, EAAG - Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia
latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso Psychotria
suterella, EAPV - Extrato Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso Rudgea

jasminoides e EASS - Extrato Aquoso Solanum swartzianum.

4.3.3. Acao antioxidante pela peroxidacdo lipidica

A Figura 4 apresenta a percentagem de acdo antioxidante pelo método de
peroxidacao lipidica para EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ, EASS e os padrées
BHT e EPGB. Na Tabela 5 (pagina 67) encontram-se 0s valores da percentagem de acao

antioxidante pelo método de peroxidacao lipidica para todos os extratos analisados.
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Figura 4. Percentagem de acdo antioxidante pelo método de peroxidacao lipidica para
BHT, EPGB, EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS e o controle negativo
usado no teste. A concentragao final das amostras é 12 ug/mL. Médias com letras iguais
nao diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05. BHT - padréo sintético butil-hidroxitolueno,

EPGB - Extrato Padronizado Ginkgo biloba, EAAG - Extrato Aquoso Alchornea glandulosa,
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EAML - Extrato Aquoso Miconia latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera,
EAPS - Extrato Aquoso Psychotria suterella, EAPV - Extrato Aquoso Psychotria vellosiana,
EARJ - Extrato Aquoso Rudgea jasminoides e EASS - Extrato Aquoso Solanum

swartzianum.

Analise dos resultados mostrou, como esperado, a maior atividade antioxidante para
o padrdo BHT, dentre as amostras analisadas. EAML e EAOO apresentaram alta acao
antioxidante por este método, semelhante estatisticamente ao extrato padronizado EPGB.
Os demais extratos mostraram um perfil semelhante estatisticamente. Contudo, a acao
antioxidante de todos os extratos diferiu estatisticamente do controle negativo (sem
extrato).

Como para a peroxidacdo lipidica também ha tratamento térmico inerente a
metodologia do teste, menor acdo antioxidante de extratos como EAAG também pode
estar relacionada a possivel degradacdo de compostos fendlicos, ocasionando diminui¢éo
da acdo antioxidante (Anese et al., 2002). Além disso, por apresentar ions metalicos
promotores da oxidacdo da membrana lipossémica, para a avaliacdo da acédo antioxidante
pela peroxidacéo lipidica, além do mecanismo de sequestro de radicais livres, é provavel
que ocorra acdo quelante de metais como Fe®" por parte dos compostos fendlicos
(Srinivasan et al., 2005).

Devido a complexidade dos processos de acdo antioxidante, é importante o
emprego de diferentes metodologias para se avaliar esta atividade. Assim, diferencas
metodoldgicas e na analise dos resultados devem ser levadas em conta, ndo sendo raro a
obtencdo de resultados distintos na avaliacdo de antioxidantes utilizando diferentes
sistemas in vitro (Carpes et al., 2008).

Diferentemente do sequestro de radicais livres pelo DPPHe, que se baseia na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante, a co-oxidagcao
do B-caroteno/acido linoléico e a peroxidacao lipidica determinam a atividade de um
composto de proteger um substrato lipidico da oxidacdo pela neutralizacdo de radicais
livres formados no sistema (Gursoy et al.,, 2009). Estudos afirmam que a atividade

antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades
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redutoras e estrutura quimica, que desempenham importante papel na neutralizacdo ou
sequestro de radicais livres e quelagéo de metais de transicéo (Kristinova et al., 2009).

4.4. Correlacdo do conteudo de polifendis totais X acdo antioxidante

A Tabela 5 apresenta os resultados da quantificacdo de polifendis totais, acao
antioxidante por DPPH, co-oxidagao (-caroteno/acido linoléico e peroxidacao lipidica, dos

extratos aquosos das espécies estudadas.

Tabela 5. Resultados da quantificacdo de polifendis totais, acdo antioxidante por DPPH,
co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico e peroxidacao lipidica, dos extratos aquosos das

espécies estudadas.

Q%%T;}jgﬁgfséo DPPH B-caroteno/acido linoléico Peroxidacéo Lipidica

Amostras (g EAT/mg extrato) (ICs0) (% Acédo Antioxidante) (% Acdo Antioxidante)
BHT - 2,6+0,2% 79,3 + 3,82 96,2 + 1,32
EPGB - 22+0,1' 0,9+1,8° 63,5+ 6,7°
EAAG 80,9 + 0,2° 1,3+0,4 27,6 + 4,3 31,3+ 4,84
EAML 81,5+ 0,3% 1,1+0,7 36,1 +2,5° 62,1 +6,0°
EAOO 40,1 +0,1° 4,2 +0,2° 325+ 3,6° 52,8 + 7,0°
EAPS 16,8 + 0,4' 74,2 +0,6° 254 + 4,1 18,9 + 18,1¢
EAPV 22.4+0,1° 45,4 + 0,4° 23,1 +4,5° 492 +27°
EARJ 18,0+ 0,1° 55,0 + 0,4° 15,9 + 2 5¢ 30,1 +9,5°
EASS 23,8+0,1° 425+ 1,49 325+2,1° 41,4 +53%

Nota: -: teste ndo realizado. Médias com letras iguais ndao diferem entre si pelo teste
Tukey a p<0,05. BHT - padrdo sintético butil-hidroxitolueno, EPGB - Extrato Padronizado
Ginkgo biloba, EAAG - Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso
Miconia latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso
Psychotria suterella, EAPV - Extrato Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso
Rudgea jasminoides e EASS - Extrato AqQuoso Solanum swartzianum.

A Figura 5 apresenta a correlacédo de Pearson entre o conteudo polifendlico total e a
atividade antioxidante para os 3 testes realizados.
Os resultados indicam significancia estatistica (p<0,05) e alto valor de correlacédo (r =

0,86) entre o conteudo fenodlico e o ICs, obtido pelo método do DPPH. O valor de
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correlacao foi negativo (r = - 0,86), uma vez que se observa que 0S compostos com maior
contetdo de polifendis apresentaram menor valor de ICsg, relacionando fortemente aos
polifendis a acdo antioxidante ocasionada por EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ
e EASS (Tabela 5).

Para a acao antioxidante avaliadas nos testes de co-oxidagdo B-caroteno/acido
linoléico (r = 0,51) e peroxidagdo lipidica (r = 0,37), os resultados ndo mostraram
correlacdo entre o conteudo fendlico total e a acao antioxidante, apesar de em ambos os

casos os resultados apresentarem significancia estatistica (p<0,05).
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Figura 5. Correlacdo de Pearson entre o contetdo de polifendis totais e acao antioxidante
para os testes de DPPH, co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico e peroxidagao lipidica de
EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS. Significancia estatistica a p<0,05.
BHT - padrao sintético butil-hidroxitolueno, EPGB - Extrato Padronizado Ginkgo biloba,
EAAG
latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso Psychotria

- Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia

suterella, EAPV - Extrato Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso Rudgea

jasminoides e EASS - Extrato Aquoso Solanum swartzianum.
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5. CONCLUSAO

Andlise da atividade antioxidante dos extratos mostrou potencial antioxidante das
amostras analisadas, sobretudo para EAML, EAAG, EAOO e EASS. Esses mesmos
extratos foram apontados com maior contedado polifendlico em teste de quantificacéo,
evidenciando possivel correlagdo de compostos fendlicos com a acdo antioxidante.
Assim, estes extratos se mostram promissores para estudos de isolamento dos compostos

responsaveis pela acdo antioxidante.
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CAPITULO 3

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS DE PLANTAS
CONSUMIDAS NA DIETA DO PRIMATA Brachyteles hipoxanthus Kuhl
FRENTE A DIFERENTES CEPAS DE Staphylococcus aureus e
Escherichia coli ORIUNDAS DE MASTITE BOVINA
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1. INTRODUCAO

O aumento do numero de pesquisa realizando triagem de produtos naturais na
busca de novos agentes antimicrobianos data do fim da primeira metade do século XX.
Desde entdo, varios antibidticos como penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e
tetraciclina (Walsh, 2003), além de antibiéticos semi-sintéticos analogos aos antibioticos
naturais como derivados B-lactamicos (analogos de penicilina e cefalosporina), analogos
de tetraciclina e derivados aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina, amicacina) foram
descobertos (Guimarées et al., 2010). Porém, o uso indiscriminado de tais drogas resultou
no aparecimento de patégenos resistentes, 0 que tornou necessario o0 emprego, cada vez
maior, de novos farmacos (Falcéo et al., 2002).

Nesse sentido, a pesquisa em bioprospeccdo farmacéutica torna-se estratégia
importante para a busca de novos agente antimicrobianos, principalmente em paises de
megabiodiversidade como o Brasil (Ostrosky et al., 2008). Outro ponto, de abrangéncia
mundial, € a busca por novos agentes antimicrobianos que sejam eficientes principalmente
a microrganismos resistentes aos antibidticos conhecidos, associados a infeccfes
oportunistas em casos de doencas como AIDS, quimioterapia antineoplasica ou
transplantes (Penna et al., 2001). Estudos com produtos naturais tém demonstrado que
estes apresentam diferentes mecanismos de acdo sobre o microrganismo, ativando ou
bloqueando reacfGes enzimaticas, seja em nivel nuclear ou ribossomal, ou mesmo
alterando estruturas de membranas dos microorganismos (Kim et al., 1995, Sikkema et al.,
1995, Burt, 2004, Gongalves et al., 2005).

Dessa forma, a investigacdo quimica e biologica de extratos vegetais ou de
produtos naturais purificados pode contribuir significativamente para a obtencédo de novos
antimicrobianos. Nos ultimos anos, diferentes estudos foram realizados em diversos
paises a fim de se avaliar a eficiéncia de extratos vegetais como antimicrobianos (Meng et
al., 2000, Ho et al., 2001, Michelin et al., 2005, Leitédo et al., 2006). Atualmente estima-se
gue mais de 100 produtos derivados de extratos naturais se encontram em fase de estudo
clinico e pelo menos, mais de 100 projetos estdo em desenvolvimento pré-clinico (Harvey,
2008).
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No Brasil, a investigacdo sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana
também tem crescido de forma significativa (Duarte, 2006). Nesse contexto, um campo de
pesquisa envolvendo a busca de produtos naturais com acdo antimicrobiana esta
relacionado a acdo contra cepas bacterianas de mastite bovina em rebanho leiteiro. A
mastite bovina é o fator limitante mais relevante na producao leiteira, sendo caracterizada
por um processo inflamatério da glandula mamaria, responsavel pelas maiores perdas
econdbmicas do setor (Balaban & Razooly, 2000). Além disso, estudos mostram que 0S
riscos de transmissdo de bactérias resistentes a mastite bovina para o homem é
extremamente efetivo através de processos alimentares (Mota et al., 2005).

Devido principalmente ao aparecimento de cepas multi-resistentes de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, o tratamento da mastite bovina tem sido dificil
(Santos et al., 2006, Fontana et al., 2010). Segundo Zanette et al. (2010),
aproximadamente 25% de cepas com isolados de mastite apresentaram-se
multirresistentes a drogas antimicrobianas tradicionais. Esta dificuldade no controle e
tratamento da mastite, aliada a existéncia de estudos que relatam o potencial
antimicrobiano de diferentes produtos naturais, torna extremamente promissora a
pesquisa com extratos e compostos de origem vegetal (Rios & Reccio, 2005, Sher, 2009).

Dessa forma, uma vez que as plantas produzem uma variedade de substancias
com propriedades antimicrobianas, é esperado que estudos de triagem possam promover
a descoberta de novos extratos vegetais ou novos compostos isolados candidatos para o
desenvolvimento de novos antibiéticos para uso humano e/ou veterinario (Ahmad & Beg,
2001).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Analisar o potencial antibacteriano do extrato aquoso das espécies vegetais
consumidas pela espécie primata Brachyteles hipoxanthus Kuhl no Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro frente a bactérias causadoras de mastite bovina.
2.2. Objetivos Especificos
v' Avaliar a atividade antibacteriana de extratos aquosos de espécies vegetais
consumidas pelo primata Brachyteles hipoxanthus Kuhl sobre isolados das
bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus 3993 e Staphylococcus aureus

4125 e Gram negativa Escherichia coli 24;

v' Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) para acéo dos extratos frente as

diferentes cepas utilizadas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Micro-organismos e condicado de cultivo

As cepas Staphylococcus aureus 3993, Staphylococcus aureus 4125 e Escherichia
coli 24 utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pela Embrapa/CNPGL, Juiz de
Fora — MG (ATCC 33591), sendo isolados de mastite bovina.

As culturas bacterianas foram estriadas em placas contendo agar infusao-cérebro-
coracdo (BHA) mantidas por 16 horas a 37 °C. Para preparo dos estoques, cada isolado
foi inoculado em 5 mL de caldo BHI, e mantido em estufa a 37 °C por 16-18 horas. Esse
volume foi transferido para microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 6.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 850 uL de BHI
com adig¢ao posterior de 150 yL de glicerol estéril. Os microtubos foram mantidos a - 80
°C.

3.2. Extratos vegetais e antibiético

Foram preparados estoques de todos os extratos vegetais (Item 3.2. — Capitulo 2)
ressuspendidos em dimetilsulféxido (DMSQO) na concentracdo de 50 mg/mL. Estoques de
solucbes do antibidtico ampicilina foram preparados a uma concentracdo de 5 mg/mL,

esterilizados por filtracdo, quando necessario, e armazenados a -20°C.

3.3. Avaliagéo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada segundo a técnica de difusdo em &gar pelo
método hole plate (NCCLS, 2003). Para isso, 100 yL de uma suspensao bacteriana
contendo 10° UFC/mL das cepas de Staphylococcus aureus 3993, Staphylococcus aureus
4125 e Escherichia coli 24 foram espalhadas com alca de Drigalsky em placas de Petri
contendo agar Mueller-Hinton. Furos de aproximadamente 5 mm de diametro e 3 mm de
altura foram feitos no agar e 30 yL de EAAG (Extrato Aquoso Alchornea glandulosa),
EAML (Extrato Aquoso Miconia latecrenata), EAOO (Extrato Aquoso Ocotea odorifera),
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EAPS (Extrato Aquoso Psychotria suterella), EAPV (Extrato Aquoso Psychotria
vellosiana), EARJ (Extrato Aquoso Rudgea jasminoides) e EASS (Extrato Aquoso
Solanum swartzianum) na concentragdo de 50 mg/mL foram adicionados aos furos. Além
disso, 30 uL de ampicilina (5 mg/mL) e 30 yL de DMSO foram usados como controles
positivo e negativo, respectivamente. As placas foram mantidas a 37 °C por 24 horas,
sendo os halos de inibicdo medidos em milimetros apds este periodo. Os testes foram
realizados por duas vezes em triplicata. Percentagem da acéo antibacteriana dos extratos
foi realizada usando-se o diametro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano das
doses de extratos avaliadas e o diametro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano do

controle positivo com ampicilina (Controle +).

% Acéao Antibacteriana = Halo Inibicdo Dose Testada X 100

Halo Inibigdo Controle +

3.4. Determinacdo da concentracao inibitéria minima dos extratos vegetais

A concentracdo inibitéria minima (CIM) é definida como a menor concentragdo de
extrato que inibe o crescimento bacteriano (Martini & Eloff, 1998). Assim, a atividade dos
extratos sobre o crescimento bacteriano foi determinada através do método da
microdiluicdo (NCCLS, 2003). As diferentes cepas de bactérias foram, inicialmente,
cultivadas em placas contendo agar BHI, as quais foram incubadas por 24 horas a 37 °C.
Posteriormente, colbnias isoladas foram repicadas para caldo Miueller-Hinton o qual foi
incubado a 37 °C até obtencdo de crescimento em fase exponencial, correspondente ao
padrédo 0,5 da escala de McFarland (DOgz0nm 0,10). Assim, suspensdes bacterianas das
cepas de S. aureus 3993, S. aureus 4125 e E. coli 24 foram incubadas com diferentes
doses de EAAG, EAAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS. Solucdes diluidas da
solucédo a 50 mg/mL dos extratos (40; 36; 32; 28; 24, 20; 16; 12; 8; 4, 3,6; 3,2; 2,8; 2,4; 2;
1,6; 1,2; 0,8 e 0,4 yL de extrato) foram adicionadas a 100 puL de suspenséo bacteriana
(10° UFC/mL) das diferentes cepas e o volume final de 200 pL por well completado com
caldo Mdieller-Hinton. Dessa forma, a CIM foi determinada pela observacéo visual apos

incubacéo da placa por 24 horas, a 37 °C. ApOs a incubacdo por 24 horas, a cada well
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foram adicionados 4 pL do sal INT (iodonitrotetrazolium) (2 mg/mL), de forma a facilitar a
visualizacdo das células bacterianas viaveis, uma vez que o INT em contato com cultura
bacteriana viavel apresenta uma coloragao roséa. Como controle negativo, 100 uL da
mesma suspensdo bacteriana para as diferentes cepas testadas foram adicionados a 40
ML de DMSO, acrescido de 60 uL de caldo Mueller-Hinton. Para controle positivo, 40 uL de
ampicilina (5 mg/mL) foram adicionados a 60 pyL de caldo Mdueller-Hinton e 100 pL da
mesma suspensao bacteriana para as diferentes cepas testadas. Além disso, 40 pL dos
diferentes extratos (50 mg/mL) foram adicionados a 60 pyL de caldo Mueller-Hinton e 100
ML da mesma suspensao bacteriana para as diferentes cepas testadas, foi usado como

controle da coloragéo do proprio extrato.
3.5. Andlise estatistica
Os dados de percentagem de acao antibacteriana para EAAG, EAML, EAOO,

EAPS, EAPV, EARJ, EASS e os controles positivo (ampicilina) e negativo (DMSO) foram

avaliados por analise de variancia (ANOVA) e teste de médias (teste de Tukey) p<0,05.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo da atividade antibacteriana

As Figuras 1, 2, 3 e 4 apresentam imagens do teste antibacteriano por difusédo em
agar para EAAG, EAML, EAOO e EASS, respectivamente. Somente EAML mostrou
atividade frente a todas as trés cepas S. aureus 3993, S. aureus 4125 e E. coli 24. EAAG
e EAOO apresentaram atividade antibacteriana apenas para as cepas S. aureus 3993 e S.
aureus 4125. Para EASS, acdo antibacteriana foi observada somente para a cepa S.
aureus 4125. Os resultados para EAPS, EAPV e EARJ foram negativos frente a todas as
cepas bacterianas testadas. Nao foram apresentadas figuras para 0s extratos com
resultado negativo.

Na literatura foram encontrados estudos que mostram agao antibacteriana para o
extrato metandlico das folhas de A. glandulosa frente a cepa de Staphylococcus aureus,

com concentracao inibitéria minima de 250 ug/mL (Conegero et al., 2003).
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Figura 1. Teste antibacteriano de EAAG (Extrato Aquoso Alchornea glandulosa) frente as
cepas de S. aureus 3993 e S. aureus 4125. O teste foi realizado em triplicata e 2
repeticoes. A: teste de EAAG frente a cepa de S. aureus 3993 (repeticdo 1). B: teste de
EAAG frente a cepa de S. aureus 3993 (repeticdo 2). C: teste de EAAG frente a cepa de
S. aureus 4125 (repeticdo 1). D: teste de EAAG frente a cepa de S. aureus 4125

(repeticdo 2). Nota: C +: controle positivo (Ampicilina). C -: controle negativo (DMSO).

N&o foram encontrados estudos sobre a acgdo antimicrobiana para a espécie
Miconia latecrenata. Contudo, estudos de espécies do género Miconia tém demonstrado
potencial agdo antibacteriana de extrato etandlico de folhas de M. albicans, M. rubiginosa
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e M. stenostachiaya sobre cepas Staphylococcus aureus e Escherichia coli em testes de

difusdo em agar (Celotto et al., 2003, Rodrigues et al., 2008).
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Figura 2. Teste antibacteriano de EAML (Extrato Aquoso Miconia latecrenata) frente as
cepas de S. aureus 3993, S. aureus 4125 e E. coli 24. O teste foi realizado em triplicata e
2 repeticOes. A: teste de EAML frente a cepa de S. aureus 3993 (repeticdo 1). B: teste de
EAML frente a cepa de S. aureus 3993 (repeticdo 2). C: teste de EAML frente a cepa de S.
aureus 4125 (repeticdo 1). D: teste de EAML frente a cepa de S. aureus 4125 (repeticdo
2). E: teste de EAML frente a cepa de E. coli 24 (repeticdo 1). F: teste de EAML frente a
cepa de E. coli 24 (repeticdo 2). Nota: C +: controle positivo (Ampicilina). C -: controle
negativo (DMSO).

Para a espécie Ocotea odorifera foi observada baixa acdo antibacteriana frente
cepas Staphylococcus aureus e Escherichia coli em testes de difusdo em &gar para o
extrato metandlico das folhas da espécie em ensaios de difusdo em agar (Souza et al.,
2004). Contudo, estudos com o 6leo essencial das folhas de varias espécies de Ocotea
mostraram potencial acdo antibacteriana frente a cepas de diferentes espécies de
Streptococcus e cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli em testes de difusao

em meio liquido (Bruni et al., 2004, Noriega & Dacarro, 2008).
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Figura 3. Teste antibacteriano de EAOO (Extrato Aquoso Ocotea odorifera) frente as

cepas de S. aureus 3993 e S. aureus 4125. O teste foi realizado em triplicata e 2
repeticdes. A: teste de EAOO frente a cepa de S. aureus 3993 (repeticdo 1). B: teste de
EAQO frente a cepa de S. aureus 3993 (repeticdo 2). C: teste de EAOO frente a cepa de
S. aureus 4125 (este teste sO possui uma repeticdo). Nota: C +: controle positivo

(Ampicilina). C -: controle negativo (DMSO).

Para a espécie Solanum swartzianum ndo foram encontrados estudos sobre sua
acdo antimicrobiana. Entretanto, relatos na literatura apontam espécie do género
Solanum, como extrato metandlico de S. turvum com potencial acdo antibacteriana contra
cepas de Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e Escherichia coli em testes de
difusdo em agar (Chah et al., 2000).
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Figura 4. Teste antibacteriano de EASS (Extrato Aquoso Solanum swartzianum) frente a
cepa de S. aureus 3993. O teste foi realizado em triplicata e 2 repeticfes. A: teste de
EASS frente a cepa de S. aureus 3993 (repeticdo 1). B: teste de EASS frente a cepa de S.
aureus 3993 (repeticdo 2). Nota: C +: controle positivo (Ampicilina). C -: controle negativo
(DMSO).

Das espécies estudadas que ndo apresentaram acao antibacteriana frente as cepas
testadas neste trabalho, foi encontrado na literatura estudo relatando acdo antimicrobiana
somente para o extrato etandlico das folhas de Psychotria vellosiana frente a cepas de
Mycobacterium tuberculosis (CIM < 0,20 pg/mL) e Mycobacterium kansasii (CIM > 100
pug/mL) em testes de concentragdo minima inibitéria (Ramos et al., 2008).

Para testes antibacterianos de difusdo em agar ndo ha um consenso sobre o nivel
de inibic&do aceitavel para produtos naturais quando comparados com antibioticos padrées.
Dessa forma, alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibioticos,
enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibicoes
inferiores (Fennel et al., 2004). Segundo Springfield et al. (2003) extratos apresentam alta
atividade antimicrobiana quando o didmetro da zona de inibicdo € maior ou ndo mais do
gue 3 mm menor do que o halo do controle positivo. Segundo estes mesmos autores,
extratos que possuem moderada acao antimicrobiana, apresentam halos maiores que 2
mm, mas menores que o controle positivo de mais de 3 mm e ndo sdo considerados

antimicrobianos quando diametro do halo de inibicdo é igual ou menor que 2 mm
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(Springfield et al., 2003). Outro estudo aponta resultado positivo para halos de inibicdo
maiores que 7 mm (Nascimento et al., 2000). Assim, para o presente trabalho, extratos
gue apresentaram halos de inibicAo maiores do que 7 mm foram considerados com
potencial acdo antibacteriana, sendo avaliados posteriormente para a concentracao
minima inibitoria frente as mesmas cepas analisadas no teste de diluicdo em &gar.

Na Tabela 1 s&do apresentados o tamanho do halo de inibicdo bacteriana dos
extratos e controles e a percentagem de acdo antibacteriana dos extratos comparada a
acao antibacteriana do controle positivo de ampicilina ao qual foi atribuido 100% de
atividade. A Figura 5 apresenta andlise comparativa da percentagem de acédo

antibacteriana das amostras estudadas.
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Tabela 1. Atividade antibacteriana expressa pela média em milimetros do halo + desvio
(mm) padrdo e percentagem de acgdo antibacteriana + desvio padrdo em relacdo ao
controle positivo ampicilina (valor entre parénteses) nas cepas S. aureus 3993, S. aureus

4125 e E. coli 24, expostas a concentracao de 1500 pg de extrato/teste.

Tratamento .
(1500 pglteste) S. aureus 3993 S. aureus 4125 E. coli 24
EAAG 23,7115 21,5+0,8 0,0+0,0
(55,0 + 3,5)° (62,0 + 2,4)° (0,0 £ 0,0)°
EAML 23,5+1,0 235+15 115+14
(54,6 + 2,4)° (68,7 + 4,2)° (38,8 + 4,6)°
EAOO 135+ 1,4 11,5+1,2 0,0+0,0
(31,4 +3,2)° (33,2 + 3,5) (0,0 £ 0,0)°
EAPS 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
(0,0 + 0,0)¢ (0,0 + 0,0)° (0,0 + 0,0)°
EAPV 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
(0,0 + 0,0)¢ (0,0 + 0,0)° (0,0 + 0,0)°
EARJ 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
(0,0 + 0,0)¢ (0,0 + 0,0)° (0,0 + 0,0)°
122+1,7 0,0+0,0 0,0+0,0
EASS )
(55,0 + 3,5) (0,0 £ 0,0)° (0,0 £ 0,0)°
AAMP 430+1,0 34,7+0,6 29,7+ 0,6
(100,0 + 0,0)® (100,0 + 0,0)® (100,0 + 0,0)®
B 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
DMSO (0,0 + 0,0)¢ (0,0 + 0,0)° (0,0 + 0,0)°

Nota: Letras maiusculas (esquerda): A: Ampicilina - controle positivo (150 pg/halo). B:
Dimetilsuféxido - controle negativo (30 plL/halo). Letras minusculas (direita): Médias de
percentagem de acdo antibacteriana com letras iguais n&do diferem entre si pelo teste
Tukey a p<0,05. EAAG - Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso
Miconia latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera, EAPS - Extrato Aquoso
Psychotria suterella, EAPV - Extrato Aquoso Psychotria vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso
Rudgea jasminoides e EASS - Extrato AqQuoso Solanum swartzianum.
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Figura 5. Percentagem de agdo antibacteriana para EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV,
EARJ, EASS e o controles positivo (AMP) e negativo (DMSO). Médias com letras iguais
nao diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05. EAAG - Extrato Aguoso Alchornea

glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea

94



odorifera, EAPS - Extrato Aquoso Psychotria suterella, EAPV - Extrato Aquoso Psychotria
vellosiana, EARJ - Extrato Aquoso Rudgea jasminoides e EASS - Extrato Aquoso Solanum

swartzianum.

Os resultados mostram maior atividade antibacteriana para extratos com maior
conteudo fendlico e maior potencial antioxidante (EAML, EAAG, EAOO e EASS), conforme
visto no Capitulo 2 deste trabalho. Varios estudos apontam os compostos fenélicos como
importantes metabdlitos promotores de atividade antibacteriana (Scalbert, 1991, Didry et
al., 1993, Helander et al.,, 1998). Pode-se observar ainda a maior atividade de EAAG,
EAML, EAOO e EASS sobre as cepas gram-positivas de Staphylococcus aureus de
mastite bovina, uma vez que estas ndo apresentam a membrana lipopolissacaridea (LPS)
sobre sua parede celular peptideoglicana. Em bactérias gram-negativas, a membrana
lipopolissacaridea constitui o exterior da membrana controlando fortemente a penetracéo
de agentes antibacterianos (Nikaido, 2003). Recentemente, tem sido descrito o
envolvimento das LPS intactas na resisténcia a novas moléculas antibacterianas (Mamelli
et al., 2009). Dessa forma, a menor atividade dos extratos testados contra a cepa gram-
negativa de E. coli 24 de mastite bovina pode ser atribuida a presenca da membrana
lipopolissacaridea externa a sua parede celular.

Contudo, € importante lembrar que métodos de difusdo em agar, como o utilizado
nestes ensaios, apresentam algumas limitacdes como dificuldade de homogeneidade da
concentracdo do agar, além da propria dificuldade de difusdo dos compostos presentes
nos extratos (Pinto et al., 2003). Além disso, no presente trabalho foi empregado como
solvente extrator agua, extraindo seletivamente compostos hidrossolUveis das plantas.
Estudos comparativos que buscaram investigar a influéncia da forma de extragédo sobre a
acao antimicrobiana de extratos demonstraram que a escolha do solvente de extracdo
influencia diretamente a atividade do extrato. Eloff (1998), ao avaliar extratos obtidos com
solventes como diclorometano, acetona, etanol, metanol e agua para uma mesma planta,
observou maior atividade para o extrato obtido com o extrato acetdnico. Resultados com
diferencas de atividade antimicrobiana obtidas devido ao uso de diferentes solventes
extratores também foram verificados por Lin et al. (1999) e Karaman et al. (2003). Assim,

limitacdes impostas pela escolha do solvente extrativo, aléem de dificuldades de difusédo
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dos extratos podem influenciar nos resultados dos ensaios, ndao podendo, dessa forma,
ser descartado maior potencial antibacteriano para as espécies vegetais estudadas frente

a diferentes metodologias de trabalho.
4.2. Determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM)

Os testes de concentracdo inibitéria minima foram realizados somente para 0s
extratos que apresentaram potencial acdo antibacteriana pelo teste de difusdo em agar.

Assim, a Figura 6 apresenta foto do teste de CIM para EAAG, EAML, EAOO e
EASS frente a cepa de S. aureus 3993.

EAAG
(S. aureus 3993)

EAML

(S. aureus 3993)

=

EAOO

(S. aureus 3993)

EASS

(S. aureus 3993)

= -

Figura 6. Determinagdo da concentragdo inibitéria minima de EAAG (Extrato Aquoso
Alchornea glandulosa), EAML (Extrato Aquoso Miconia latecrenata), EAOO (Extrato
Aquoso Ocotea odorifera) e EASS (Extrato AqQuoso Solanum swartzianum) para a cepa de
S. aureus 3993. Nota: Na 12 linha referente a cada extrato, as doses nas wells de 1 a 10
sao: 2000 pg, 1800 pg, 1600 pg, 1400 pg, 1200 pg, 1000 ug, 800 pg, 600 ug, 400 ug e
200 pg/well, respectivamente. As wells 11 e 12 na 12 linha referente a cada extrato
representam controle com 100 pL bactéria (10° UFC/mL) + 100 pL de meio Mueller-Hinton

e o controle negativo com 100 pL bactéria (10° UFC/mL) + 60 pL de meio Mieller-Hinton +
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40 pL de DMSO, respectivamente. Para a 22 linha referente a cada extrato, as doses nas
wells de 1 a 10 s&o: 200 ug, 180 pg, 160 ug, 140 ug, 120 pg, 100 pg, 80 ug, 60 ug, 40 pg
e 20 pg/well, respectivamente. As wells 11 e 12 na 22 linha referente a cada extrato
representam o controle da coloracdo com 40 pL de extrato (50 mg/mL) + 160 uL de meio
Mieller-Hinton e o controle positivo com 100 pL bactéria (10° UFC/mL) + 60 pL de meio

Mueller-Hinton + 40 uL de ampicilina (5 mg/mL), respectivamente.

A Figura 7 apresenta foto do teste de CIM para EAAG, EAML e EAOO frente a cepa
de S. aureus 4125, além de teste de CIM para EAML frente a cepa de E. coli 24.

EAAG-{ Y
(S. aureus 4125) ‘ "

EAML

(S. aureus 4125)
EAOO &
(S. aureus 4125)

EAML
(E. coli 24)

Figura 7. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima de EAAG (Extrato Aquoso

Alchornea glandulosa), EAML (Extrato Agquoso Miconia latecrenata) e EAOO (Extrato
Aquoso Ocotea odorifera) para a cepa de S. aureus 4125 e EAML para a cepa E. coli 24.
Nota: Na 12 linha referente a cada extrato, as doses nas wells de 1 a 10 sdo: 2000 g,
1800 ug, 1600 ug, 1400 pg, 1200 pg, 1000 pg, 800 upg, 600 pg, 400 pg e 200 pg/well,
respectivamente. As wells 11 e 12 na 12 linha referente a cada extrato representam
controle com 100 pL bactéria (10° UFC/mL) + 100 pL de meio Mueller-Hinton e o controle
negativo com 100 pL bactéria (10° UFC/mL) + 60 pL de meio Mieller-Hinton + 40 pL de
DMSO, respectivamente. Para a 22 linha referente a cada extrato, as doses nas wells de 1
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a 10 sao: 200 pg, 180 pg, 160 pg, 140 pg, 120 pg, 100 pg, 80 pg, 60 pg, 40 ug e 20
pg/well, respectivamente. As wells 11 e 12 na 22 linha referente a cada extrato
representam o controle da coloracdo com 40 pL de extrato (50 mg/mL) + 160 uL de meio
Meller-Hinton e o controle positivo com 100 pL bactéria (10° UFC/mL) + 60 pL de meio
Mueller-Hinton + 40 pL de ampicilina (5 mg/mL), respectivamente.

Assim como para testes antibacterianos de difusdo em &gar, para determinacéo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), também ha dificuldade em se estabelecer como 0s
valores de CIM sao classificados. Dessa forma, no presente trabalho, foi utilizada a
classificagdo para a atividade antibacteriana dos extratos vegetais com base nos
resultados de CIM, considerando como: forte inibicdo bacteriana - CIM até 500 ug/mL;
inibicdo bacteriana moderada - CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibicao
bacteriana - CIM acima de 1600 pyg/mL (Aligianis et al., 2001) (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracao inibitéria minima (CIM) de EAAG, EAML, EAOO e EASS as cepas
S. aureus 3993, S. aureus 4125 e E. coli 24.

Amostras S. aureus 3993 S. aures 4125 E. coli 24
EAAG 20<CIM <40 pug 20<CIM <40 pug -
EAML* CIM < 20 ug CIM <20 ug 1400 < CIM < 1600 ug
EAOO 40<CIM<60ug  40<CIM<60 ug -
EASS 200 < CIM < 400 pg - -

Nota: -: teste ndo realizado.*CIM de EAML para as cepas S. aureus 3993 e S. aureus
4125 nao foi determinada, uma vez que a menor dose usada no teste (20 pg/well) foi letal
as coldnias bacterianas testadas, sendo atribuida, assim, a EAML uma CIM < 20 pug.
EAAG - Extrato Aquoso Alchornea glandulosa, EAML - Extrato Aquoso Miconia
latecrenata, EAOO - Extrato Aquoso Ocotea odorifera e EASS - Extrato Aquoso Solanum
swartzianum.

Os resultados mostram que EAAG, EAML e EAOO apresentam a mesma faixa de
CIM entre as cepas de S. aureus 3993 e S. aureus 4125, sendo que EAML apresentou
uma faixa de CIM consideravelmente menor do que EAAG e EAOO. Contudo, todos os
resultados podem ser classificados como forte atividade antibacteriana, segundo Aligianis
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et al. (2001). JA EASS apresentou forte atividade antibacteriana para a cepa S. aureus
3993, apresentando, entretanto, CIM consideravelmente maior do que o0s outros extratos
analisados. Somente EAML apresentou inibicdo bacteriana entre moderada e fraca para a
cepa gram-negativa de E. coli 24. As diferencas de CIM entre os extratos para as
diferentes cepas testadas estéo relacionadas a quantidade do conteudo fendlico destes
extratos, podendo também sofrer influéncia do tipo de polifendis presentes nestes

extratos.
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5. CONCLUSAO

Os resultados mostram o potencial antibacteriano para EAAG, EAML e EAOO sobre
as cepas gram-positivas S. aureus 3993, S. aureus 4125 de mastite bovina, sendo que
também foi observada acéo antibacteriana para EASS sobre a cepa S. aureus 3993. Além
disso, EAML apresentou agéo inibitoria no crescimento bacteriano sobre a cepa gram-
negativa E. coli 24, também oriunda de mastite bovina. EAML apresentou a menor
concentracdo inibitéria minima para acao antibacteriana frente as cepas de bactérias
gram-positivas, sendo o Unico extrato ativo contra bactéria gram-negativa. Nesse sentido,
foram demonstrados que os extratos EAML, EAAG, EAOO e EASS apresentam potencial
para serem testados para o tratamento de mastite bovina, sendo que dentre estes o
extrato aquoso de Miconia latecrenata mostrou melhor atividade, sendo ativo sobre as trés
cepas bacterianas causadoras da doenca. Estudos in vivo devem ser realizados para a
comprovacgédo da eficacia desse extrato, como também a auséncia de toxicidade. Estudos
guimicos também precisam ser realizados para descobrir qual(is) metabdlito(s) da planta
esta(do) relacionado(s) com a atividade biologica. A confirmacdo da atividade desse
extrato por estes estudos complementares podera resultar no desenvolvimento de um
medicamento para o tratamento da mastite, doenca esta causadora de prejuizo

consideravel para a pecuéaria leiteira brasileira.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE, ACAO ANTIMUTAGENICA E
ANTIGENOTOXICA DE 3 ESPECIES VEGETAIS COM POTENCIAL
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE CONSUMIDAS NA DIETA DO PRIMATA

Brachyteles hipoxanthus Kuhl
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1. INTRODUCAO

Atualmente consideravel atencdo tem sido dada a produtos naturais com efetiva
acao antimutagénica/antigenotéxica. Estes produtos constituem um grupo especial de
agentes terapéuticos capazes de atuar inibindo ou reduzindo a a¢édo de agentes quimicos
e fisicos, enddgenos ou ambientais, que induzem a formacao de tumores e/ou outros tipos
de mutacao genética (Ipek et al., 2005).

Mutacbes do DNA despertam grande interesse por estarem diretamente
relacionadas ao desenvolvimento de diversas doencas degenerativas tais como cancer e
arteriosclerose, além de doencas inflamatdrias e cardiovasculares (De Flora, 1998, Seo et
al., 2000, Huang et al., 2005). Estas mutacdes genéticas estdo diretamente relacionadas
ao estresse oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio (ROS) (Guyton &
Kensler, 1993, Droger, 2002). Estas ROS s&o continuamente produzidas nos sistemas
biolégicos como produtos ou subprodutos de reacdes enzimaticas e também através de
fontes exdgenas, como radiacdo, tabagismo, e agrotdxicos (Singh et al., 2009). As ROS
sdo atribuidas a capacidade de oxidar varias biomoléculas celulares como os &cidos
nucléicos, proteinas, carboidratos e lipidios (Ardestani & Yazdanparast, 2007). Segundo
Lehninger et al. (2005), o dano oxidativo causado pelas ROS é a causa mais importante
de alteracdes mutagénicas no DNA.

Nesse sentido, na tentativa de contrabalancear a acédo destas espécies reativas,
diversos extratos vegetais com potencial antioxidante estdo sendo investigados visando
reducdo de efeitos mutagénicos/genotéxicos e carcinogénicos (lkken et al., 1999). Assim,
diferentes estudos tém demonstrado a atividade antimutagénica/antigenotéxica de extratos
vegetais (Sangwan et al., 1998, Van der Merwea et al., 2006, Silva et al., 2008, Marin-
Martinez et al., 2009, Zahin et al., 2010). Outros trabalhos relacionam ainda compostos
fendlicos oriundos do metabolismo secundario vegetal com propriedades antioxidantes,
antimutagénicas/antigenotoxicas, anticarcinogénicas e antiinflamatorias, as quais tém
potencial agcdo na prevencdo de doencgas degenerativas e na protecédo da estabilidade do
genoma (Cardador-Martinez et al., 2002, Kris-Etherton et al., 2002, Surh, 2002, Theriault
et al., 2006).
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Dessa forma, o uso de extratos vegetais que funcionem como agentes
antimutagénicos/antigenotoxicos é uma alternativa promissora no campo quimico-
farmacoldgico, dado a diversidade de estruturas fitoquimicas com acdes terapéuticas
produzidas pelo metabolismo secundario vegetal. Atualmente, estima-se que
aproximadamente 70% das drogas antitumorais que estdo no mercado, ou em fase de
testes clinicos, sdo derivadas de produtos naturais, gerando uma receita anual de 160
milhdes de ddélares (Roucchi & Washington, 2003, Varanda, 2006). Assim, em um pais de
megabiodiversidade como o Brasil, € de se esperar que haja um enorme arsenal de

drogas vegetais ainda a serem estudadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar o potencial antimutagénico e antigenotoxico de 3 espécies vegetais
utilizadas pelo primata Brachyteles hipoxanthus Kuhl no Parque Estadual da Serra do

Brigadeiro, identificadas com maior potencial antioxidante.

2.2. Objetivos Especificos

v' Avaliar a citotoxicidadde dos extratos aquosos das espécies vegetais Alchornea
glandulosa (EAAG), Miconia latecrenata (EAML) e Ocotea odorifera (EAOQO) a cepa

TA100 de Salmonella typhimurium/microssoma sem ativacao metabdlica S9;

v’ Analisar 0o potencial antimutagénico pelo teste com  Salmonella
typhimurium/microssoma para as cepas TA97, TA98, TA100 e TA102 sem e com
ativacdo metabdlica S9, para os extratos aquosos das espécies vegetais Alchornea
glandulosa (EAAG), Miconia latecrenata (EAML) e Ocotea odorifera (EAOO);

v' Analisar o potencial antigenotéxico pelo teste de Clivagem Plasmidial para os

extratos aquosos das espécies vegetais Alchornea glandulosa (EAAG), Miconia
latecrenata (EAML) e Ocotea odorifera (EAOOQ).
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3. METODOLOGIA

3.1. Extratos vegetais

Os extratos EAAG (Extrato Aquoso Alchornea glandulosa), EAML (Extrato Aquoso
Miconia latecrenata) e EAOO (Extrato Aquoso Ocotea odorifera) utilizados neste capitulo
foram preparados conforme o item 3.2. - Capitulo 2, sendo ressuspendidos em agua

destilada.

3.2. Testes Citotéxico e Antimutagénico com Salmonella typhimurium/microssoma

Para avaliacdo da citotoxicidade e atividade antimutagénica dos extratos vegetais,

foram empregados testes utilizando cepas de Salmonella typhimurium/microssoma.

3.2.1. Cepas Salmonella typhimurium/microssoma utilizadas

A cepa TA97 apresenta mutacdo no gene hisD6610, possuindo um residuo de
citosina a mais, detectando compostos mutagénicos que causam deslocamento do quadro
de leitura do DNA. Ja a cepa TA98 apresenta mutacdo no gene hisD (hisD3052) que
codifica para a enzima histidinol desidrogenase, apresentando como ponto preferencial
para a reversao oito residuos repetitivos de GC e também detecta compostos mutagénicos
gue causam deslocamento do quadro de leitura do DNA. A mutacdo hisG46 presente na
cepa TA100 ocorre no gene que codifica a primeira enzima do processo de biossintese da
histidina, através da substituicdo do codon selvagem GGG (CCC) — prolina — por GAG
(CTC) - leucina. Assim, essa cepa detecta agentes mutagénicos que ocasionam
substituicbes, principalmente neste par G-C. A cepa TA102 tem mutacdo no gene
hisG428, para as bases TAA, que detecta mudancas de pares de bases, por transicoes e
transversdes de bases (Mortelmans & Zieger, 2000). Com excec¢do a cepa TA102, todas
as outras linhagens citadas apresentam ainda delecdo do gene AuvrB, que codifica para
uma proteina do sistema de reparo por excisdo de DNA. Todas as 4 linhagens
apresentadas, possuem mutacao rfa, que causa perda parcial da camada lipossacaridica
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da bactérica, aumentando, assim, a permeabilidade das cepas a maiores moléculas
organicas, além do plasmidio PKM101 (amp®) (Maron & Ames, 1983). Todas as cepas de
Salmonella typhimurium/microssoma utilizadas neste trabalho sao linhagens néo

patogénicas de Salmonella.

3.2.2. Meios de cultura

Para o preparo dos in6culos das cepas, pequena quantidade da cultura estoque
congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente oxoid n° 2, incubada a 37 °C, por 12-
16 horas, com agitacdo em shaker (160 rpm), de modo a obter uma densidade de 1-2 x
102 bactérias/mL.

Os meios de cultura e solugdes necessarios para 0s ensaios de mutacao reversa
foram preparados de acordo com as especificacdes de Maron & Ames (1983). Assim,
foram usados agar minimo glicosado (AMG), constituido de &gar glicose e meio Vogel
Bonner “E” 50X concentrado (10 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 100 g de acido
citrico, 175 g de fosfato de so6dio e amdnio, 500 g de fosfato de potassio dibasico e 670 mL
de agua destilada) na proporcdo de 980 mL para 20 mL, respectivamente. O tampéao
fosfato para o teste sem ativacdo S9 foi formado por fosfato de potassio dibasico e fosfato
de potassio monobasico (0,2 M pH 7,4). Ja para o teste com ativacdo S9, foi utilizado um
mix S9 com volume total de 50 mL, preparado nho momento do uso. Este mix foi composto
por 19,75 mL de agua destilada, 25 mL de tampéo fosfato 0,2 M pH 7,4, 2 mL de NADP
0,1 M, 0,25 mL de D-glicose-6-fosfato 1 M, 1 mL de solucéo salina 1,65 m KCI| + 0,4 M
MgCl,.6H,O e 2 mL de liofilizado de fracdo S9 ressuspendido em agua destilada. O
liofilizado de figado de rato fracdo S9 induzido por Aroclor 1254 foi adquirido junto a
empresa Moltox (Molecular Toxicology, Annapolis, USA).

O agar de superficie (“top agar”) foi composto por 0,5 g de cloreto de sodio, 0,6 g de
Bacto agar e 100 mL de agua destilada, acrescido de 10 mL de uma solugéo de L-histidina
0,096 mg/mL e D-biotina 0,123 mg/mL. Os meios de cultura foram preparados e

esterilizados em autoclave a 121°C por 30 minutos.

3.2.3. Controles Mutagénicos

112



Como controle negativo foi utilizado 4gua destilada, o solvente empregado para
ressuspensdo dos extratos vegetais. Para o ensaio sem ativacdo metabdlica, foram
usados como agentes mutagénicos (controles positivos) 50 pyL de o0 4-nitro-o-
fenilenodiamina (4-NPD) (100 ug/mL) para as linhagens TA97 e TA98, 10 uL de azida
sédica (50 pug/mL) para a linhagem TA100 e 2 uL de mitomicina C (500 ug/mL) para a cepa
TA102. Ja para o teste de antimutagenicidade com ativacdo metabdlica S9, 25 uL de 2-
aminoantraceno (200 ug/mL) foi utilizado como agente mutagénico para todas as

linhagens testadas.

3.2.4. Mix S9

O mix S9 é uma mistura de sais, carboidratos, transportador de elétrons e fracdo S9
de homogeneizado de figado de roedores (fracdo pés-mitocondrial, suplementada com co-
fatores, preparada a partir de figado tratado com agentes indutores de enzimas). O uso do
mix S9 permite inferir se extratos ou substéncias isoladas sdo mutagénicos em sua forma
original ou se necessitam serem metabolizados ou ativados para se tornarem

mutagénicos, mimetizando parcialmente as condi¢cdes de metabolizacdo em mamiferos.
3.3. Citotoxicidade dos extratos vegetais a Salmonella typhimurium/microssoma

A citotoxicidade dos extratos vegetais EAAG, EAML e EAOO a cepa TA100 de
Salmonella typhimurium/microssoma auxotréfica para histidina foi determinada sem uso do
fator S9 de metabolizacdo segundo Stankevicins et al. (2008), com algumas modificacdes.
Assim, cultura de bactéria a uma densidade de 0,4 x 10° bactérias/mL foi diluida até a
densidade 0,4 x 10? bactérias/mL. Posteriormente, 100 pL de extrato a diferentes
concentracdes foram adicionados a 500 pL de tampéao fosfato 0,2 M pH 7,4 e 100 pL de
cultura de bactéria (0,4 x 10% bactérias/mL) em tubo de ensaio. A cada tubo de ensaio foi
adicionado 2 pL do antibiotico ampicilina (50 mg/mL) a fim de se evitar contaminacao por
outras bactérias. Apds 30 minutos incubados a 37 °C, ao conteudo do tubo de ensaio foi

adicionado 2 mL de &agar de superficie, composto por agar e cloreto de sodio, e misturado
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em vortex. Posteriormente, o conteldo de cada tubo foi vertido em placa contendo meio
agar minimo glicosado (AMG) e meio Vogel Bonner “E” 50X concentrado enriquecido com
histidina e biotina. Dessa forma, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e o
namero de col6nias crescidas foi contado. O experimento foi realizado em triplicata. A

citotoxicidade dos extratos foi determinada como:

% Citotoxicidade = (100 — (N° colbnias Dose X 100 / N° Col6énias Controle -)

Com dados das doses utilizadas e as respectivas percentagens de citotoxicidade,
foi construido um grafico, seguido de uma regresséo logaritmica. Doses de extratos que
inibiram o crescimento de colénias em mais de 30% quando comparadas com o controle

negativo (sem tratamento) foram consideradas citotoxicas (Stankevicins et al., 2008).

3.4. Ensaios de antimutagenicidade dos extratos

O teste antimutagénico, foi realizado sem e com ativacdo metabdlica S9, utilizando
o método de pré-incubacdo de 30 minutos (Maron & Ames, 1983), para as cepas TA97,
TA98, TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium/microssoma.

A dose dos extratos utilizada nos testes antimutagénicos foi baseada na
citotoxicidade de EAAG, EAML e EAOO apresentada a cepa TA100 de Salmonella
typhimurium/microssoma sem ativacdo S9. Assim, a cada dose do extrato testada foi
adicionado 500 pL de tampao fosfato 0,2 M pH 7,4 para o ensaio sem ativacdo metabdlica
S9 ou 500 pL mix S9 para o ensaio com ativacdo metabolica S9, acrescido de 100 pL de
cultura de bactéria a 0,4 x 10° bactérias/mL, 2 puL de ampicilina (50 mg/mL) e os agentes
mutagénicos referentes a cada cepa testada em tubo de ensaio, sendo posteriormente
incubados a 37 °C por 30 minutos (Maron & Ames, 1983). Decorrido este tempo foi
adicionado 2 mL de top agar e misturado, sendo posteriormente plaqueado em placa
contendo meio minimo glicosado. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas e as

colbnias revertentes his+ contadas. O experimento foi realizado em triplicata.

3.4.1. Anélise da acao antimutagénica dos extratos
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Segundo Oh et al. (2008), a percentagem de inibicAo mutagénica é determinada

como.

% Inibigdo mutagénica: (n° colonias controle (+) — n° colénias dose testada) X 100

(n° coldnias controle (+) — n° coldnias controle (-))

De acordo com Laughton et al. (1991) e Calillet et al. (2011) acdo antimutagénica
maior do que 70% é considerada forte, entre 40% e 70% € considerada
antimutagenicidade moderada, e abaixo de 40% a antimutagenicidade é considerada
neutra. Ao controle positivo foi atribuida a percentagem 0% de inibicdo mutagénica, uma

vez que para o controle positivo ndo ha incubacédo com extratos.

3.4.2. Andlise estatistica (Teste antimutagénico)

Os dados de antimutagenicidade de EAAG, EAML, EAOO e dos controles positivos
(NPD, azida sOdica, mitomicina C e 2-aminoantraceno) foram analisados utilizando o
calculo da andlise de variancia (ANOVA) entre a percentagem de inibicdo mutagénica das
diferentes doses testadas e a percentagem de inibicdo mutagénica do controle positivo,

seguido de teste de médias (teste de Tukey e teste Scott-Knott) p<0,05.

3.5. Testes de antigenotoxicidade

A avaliacdo antigenotoxica por clivagem plasmidial utiliza-se da permanéncia das
conformacdes topoldgicas helicoidal (forma 1) e da forma tensionada superhelicoidal
(forma 1) do DNA em contato com agentes oxi-redutores, como o cloreto de estanho
(SnCl,) (Dantas et al., 1999). Um aumento da densidade da conformacéao linear (forma III)
do DNA plasmidial em amostras tratadas com agentes genotoxicos é também um forte
indicio do resultado negativo para antigenotoxicidade.

Assim, para a avaliacdo do potencial antigenotoxico dos extratos vegetais, foi

empregado o teste de clivagem plasmidial, de acordo com o método descrito em De
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Mattos et al. (2000). As doses de extratos utilizadas neste teste foram baseadas nas
doses utilizadas nos testes de antimutagenicidade com Salmonella
typhimurium/microssoma. Assim, 12,5, 50 e 100 uL de EAAG (570 ng/mL), 12,5, 50 e 100
uL de EAML (3400 pg/mL) e 12,5, 50 e 100 uL de EAOO (4500 pg/mL) foram incubados
com 20 uL de DNA plasmidial pUC18 (75,7 ug/uL) e 100 uL de cloreto de estanho (SnCly,)
a 750 ug/mL por 1 hora a 37 °C. Posteriormente os volumes de cada amostra foram
completados para 220 uL com agua destilada e tratados com 440 uL de etanol 100% e 22
uL de acetato de so6dio 3 M pH 5.3 por 12 horas a - 18 °C para precipitacdo do DNA
plasmidial. Apés este periodo, foi retirada uma aliquota de 50 uL da amostra de DNA para
centrifugacdo a 10000 rpm, por 10 minutos. Posteriormente, o DNA plasmidial
centrifugado e precipitado foi ressuspendido em 20 uL de agua destilada. Esta aliquota de
DNA foi aplicada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (0,1 ug/mL) para
visualizacdo. Apés 45 minutos de corrida a 80 volts, o gel foi retirado da cuba de
eletroforese e fotografado para posterior andlise. O DNA tratado com agua destilada foi
utilizado como controle positivo para antigenotoxicidade enquanto DNA tratado com SnCl,
foi usado como controle negativo para antigenotoxicidade. A comparacao entre as bandas
de DNA teste com as bandas do DNA dos controles positivo e negativo foi usada para
diagnosticar possivel acdo antigenotdxica dos extratos. O experimento foi realizado em

triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Citotoxicidade dos extratos frente a cepa TA1l00 de Salmonella

typhimurium/microssoma

A Tabela 1 apresenta o numero de colbnias crescidas e a percentagem citotoxica,
além da DL3p para EAAG, EAML e EAQO.

Tabela 1. Atividade citotdxica expressa pela média do nimero de coldnias + desvio padréo e
percentagem de citotoxicidade * desvio padréo (valor entre parénteses) de EAAG (Extrato
Aquoso Alchornea glandulosa), EAML (Extrato Aquoso Miconia latecrenata) e EAOO (Extrato
Aquoso Ocotea odorifera) a cepa TA100 de S. typhimurium sem ativacdo metabdlica,

exposta a diferentes doses de extrato.

Dose EAAG EAML Dose EAOO
(Mg/placa) (Mg/placa)
"0 383,3+ 7,0 383,3+7,0 "0 383,3+7,0
: (0,0 +0,0) (0,0 +0,0) : (0,0 +0,0)

317,7+58 279.0+8,7 3727 + 27,0

300 (17.1+ 2,1) (27.2 +1,2) 875 (2.8 + 6,3)
2473+9.9 189,7 + 14,5 3593 + 42,2

80 (35.4 + 3,6) (505 + 4,2) 1750 6.1 +12,7)
188,3+ 3.2 123,7 + 16,8 2013 + 153

1560 (50,0 + 1,1) (67.8 + 3,9) 3500 (24.0 + 2,9)
153,0 £ 7,0 17,0+ 1,0 2533 +8,1

3120 (60.1+1,1) (95.7 +0.3) 5250 (33.0 + 3,2)
105,0 + 5,0 0,0+00 2290+ 1,7

4690 (72,6 + 1,2) (100,0 + 0,0) 7000 (40,2 +1,1)
77.7+21.1 0,0+0,0 _

6250 (79,7 £ 5,6) (100,0 + 0,0) i

BDL3o 585,8 + 49,2 334,5+0,5 DL 45353 + 96,3

Nota: A: controle sem tratamento com extrato. B: DL3g = Dose Letal para 30% do numero de
colénias do controle sem tratamento com extrato.
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Os resultados mostraram uma maior toxicidade de EAML, seguido por EAAG e
EAOQO. Esse resultado estd de acordo com os testes antibacterianos discutidos no capitulo
2 deste trabalho, no qual EAML também apresentou maior atividade antibacteriana, sendo
0 Unico extrato a apresentar acdo sobre bactéria gram-negativa. A maior toxicidade de
EAML, EAAG e EAOO a bactéria gram-negativa S. typhimurium em relacdo a E. coli 24
pode estar relacionada a mutacado rfa, de S. typhimurium/microssoma que causa perda
parcial da camada lipossacaridica da bactéria, aumentando, assim, a permeabilidade da
membrana a maiores moléculas organicas (Mortelmans & Zieger, 2000). A DL3, dos
extratos foi calculada usando diferentes equacdes logaritmicas referentes ao
comportamento citotoxico de cada extrato (Figura 1).

100
| EAAG
80 -
60 -
40 A
20 A Y =-98,62 + 20,18LnX; R* = 0,99
1 F =567,99; P < 0,0001
0 . . . . . .
300 780 1560 3120 4690 6250
~— 100 | EAML - o
S
()
) ]
S 60
= ]
(&)
9 4
S 20 Y =-120,5 + 25,89LnX; R* = 0,97
O 0 1 F =174,82; P = 0,0002
300 780 1560 3120 4690 6250
100
1 EAOO
80 -
60 -
40 A o
20 -
] Y =-130,6 + 19,1LnX; R? = 0,95
0 - F = 55,27; P = 0,0050

875 1750 3500 5250 7000

Doses de extrato (ug/placa)
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Figura 1. Curva média de citotoxicidade de EAAG (Extrato Aquoso Alchornea glandulosa),
EAML (Extrato Aquoso Miconia latecrenata) e EAOO (Extrato Aquoso Ocotea odorifera) a
cepa TA100 de Salmonella typhimurium/microssoma sem ativacdo metabdlica S9.

4.2. Analise antimutagénica dos extratos

Nao foram encontrados estudos antimutagénicos na literatura para nenhuma das
espécies estudadas.

Contudo, estudos com extratos metandlicos de folhas de diferentes espécies de
Miconia mostraram ac¢do antimutagénica contra o mutdgeno CPA (ciclofosfamida) em
testes de micronucleos de células de ratos e ensaio do cometa e contra o farmaco DXR
(doxorubicina) em ensaio clonogénico (Serpeloni et al., 2008, Serpeloni et al., 2011).
Entretanto, extratos metandlicos de folhas de espécies de Miconia também apresentaram
mutagenicidade in vitro frente a cepas de S. typhimurium (Meyagusku & Varanda, 2009,
Meyagusku & Varanda, 2010).

Para a espécie Alchornea glandulosa foi encontrado estudos mutagénicos, sendo
gue o extrato metandlico de suas folhas apresentou mutagenicidade in vitro frente a cepas
de S. typhimurium e in vivo (Santos et al., 2010). Extrato hidroalcodlico de folhas de uma
espécie de Ocotea apresentou mutagenicidade in vitro sem e com metabolizacao frente a
cepas de S. typhimurium (Marques et al., 2003).

Em trabalho realizado por Stankevicins et al. (2008) com cepas de S.
tiphimuirum/microssoma, doses de extratos vegetais que apresentaram até 70% do
namero total de coldnias bacterianas em relacdo ao controle sem adigdo de extrato, ndo
foram considerados citotoxicos para cepas de S. tiphimuirum/microssoma. Assim, 0S
testes antimutagénicos do presente trabalho, foram realizados com os valores DLj
obtidos no ensaio citotéxico realizado com a cepa TA100 de S. tiphimuirum/microssoma.

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam os resultados antimutagénicos para EAAG, EAML e
EAQOO, respectivamente, frente as cepas TA97, TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium

sem e com metabolizacdo S9.
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Tabela 2. Atividade antimutagénica expressa pela média do numero de coldnias + desvio padrdo e percentagem de
inibicdo mutagénica * desvio padréo (valor entre parénteses) nas cepas TA97, TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium
sem (-S9) e com (+S9) ativacdo metabdlica, expostas a diferentes doses de EAAG (Extrato Aquoso Alchornea

glandulosa).

EAAG
Tratamento TA97 TA98 TA100 TA102

(Mg/placa)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

0,0 317,3+6,1 474,0+10,0 60,7+10,1 40,3+0,6 448,0+10,6 204,0+48,0 196,0+8,0 210,0+14,0
464,0 + 26,2 884,0+53,8 126,0+15,1 1051,3+48,7 850,7+6,1 712,3+34,2 828,7+30,1 218,0+ 34,0

1.2 (65,2 +6,2)° (36,7+8,3)° (36,1+14,7)® (29,0+3,4)° (13,1+1,3)*® (59,1+2,7)° (26,8+3,5%> (96,5+ 14,8)
laps 5427241 8680%627 1440:118 9323+120 6340%60 683735 8610%185 272,0%340

’ (46,5+57)% (39,1+9,7)%® (18,6+115)° (37,3+0,8)° (59,8+1,3)° (61,4+0,3° (23,0+2,1)° (72,9 +16,6)2
g5 507399 8240:142 1323:93 0320%418 5673%276 4353%498 7783:259 2053 26,6

’ (54,9 +2,3) (459+22)% (30,0+9,1)° (37,4+2,9P° (742+59?% (81,4+4,0° (32,63,00% (102,0+11,6)2
475 375772 7853363 967:133 0253:189 7663%152 4663%544 8843:35 2213128
’ (86,1+1,7)° (51,9+5,6)* (64,8+13,07% (37,8+1,3)° (31,3+3,3)° (789+4,4)" (20,3+0,4)° (95,0 +5,6)%
s00 2053115 7547:363 141,7+45 6693%205 8137+130 1017+146 8727:186 1947 26,6

’ (126,6 +2,7)® (56,6 £5,6)* (20,8+4,4)° (558+1,4)% (21,1+2,8)Y (101,0+1,2% (21,7 +2,1)° (106,7 + 11,6)*
Controle + B738,3+15,2°1121,3+61,5 ©163,0+8,0 ©1464,0 +55,0 P911,3 + 7,6 ©1447,7 + 116,4 £1060,0 + 4,0 ©439,0+ 3,6

*0,0£0,00° *0,0+0,0° *0,0+0,0)° *0,0+0,0% *0,0+0,0° *0,0+£0,0% *0,0+0,0° *®©,0z0,0)°

Nota: Letras maiusculas (esquerda): A: agua destilada (100 uL/placa) (controle negativo). Controle + (controle positivo):
B: NPD (4-nitro-O-fenilenodiamino) (5,0 ug/placa), C: 2-aminoantraceno (5,0 pg/placa), D: Azida sédica (0,5 pg/placa), E:
Mitomicina C (1,0 pg/placa). Letras mindsculas (direita): Médias de percentagem de inibicdo mutagénica com letras iguais
nao diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05. *Aos controles positivos foi atribuido 0% de inibicdo mutagénica.
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Pela analise dos resultados da Tabela 2 foi possivel observar para a cepa TA97 que
EAAG apresentou maior acado antimutagénica para o extrato sem metabolizacédo, sendo
encontrado um pico maximo de 126% para a dose de 570 ug/placa. Esse valor superior a
100% pode estar relacionado a atividade antimutagénica inibitéria também de reversées
espontaneas referentes ao controle negativo. Para a cepa TA98, EAAG apresentou
inibicho mutagénica maxima de 65% para a dose de 427,5 ug/placa do extrato sem
metabolizacdo S9. Contudo, a inibicdo de 56% promovida pela dose de 570 ug/placa para
0 extrato metabolizado é estatisticamente igual a inibicdo maxima de 65% (de 427,5
ug/placa —S9). Ja para a cepa TA100, houve maior inibicdo mutagénica, aproximadamente
100% para o extrato metabolizado na dose de 570 ug/placa. Para a cepa TA102, a acao
antimutagénica maxima de aproximadamente 100% foi estatisticamente igual para 4 das 5
doses testadas. Além disso, foi observado aumento significativo da percentagem de acéo
antimutagénica para o extrato EAAG metabolizado, quando comparado ao extrato sem
metabolizacdo. Para todas as cepas, todas as doses testadas de EAAG, sem e com
metabolizacdo S9, apresentaram diferenca estatistica para o controle positivo (sem adicdo
de extrato) (Figura 2).

De acordo com Laughton et al. (1991) e Calillet et al. (2011) acdo antimutagénica
maior do que 70% é considerada forte, entre 40% e 70% ¢é considerada
antimutagenicidade moderada, e abaixo de 40% a antimutagenicidade é considerada
neutra. Dessa forma, analise do perfil antimutagénico de EAAG para as cepas TA97 e
TA98 mostra acdo antimutagénica de neutra a moderada, sem e com metabolizacao para
estas cepas. Ja para as cepas TA100 e TA102, observa-se um perfil antimutagénico
variando de moderado a forte apos metabolizacdo S9. Importante lembrar aqui, a
diferenca de mecanismos para as cepas analisadas, sendo que os resutados obtidos para
EAAG sugerem maior atividade antimutagénica em mecanismos de substituicdo de bases
(TAL100 e TA102) em relacdo aos mecanismos de mudanca de quadro de leitura (TA97 e
TA98).
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Figura 2. Percentagem de inibicAo mutagénica de EAAG (Extrato Aquoso Alchornea
glandulosa) frente as cepas TA97, TA98, TAl1l00 e TA1l02 de Salmonella
typhimurium/microssoma sem e com ativacdo metabodlica S9. Os histogramas seguidos
pela mesma letra possuem médias que ndo diferem, entre si, pelo teste Scott-Knott a
p<0,05. Os seguimentos de retas verticais nos histogramas correspondem aos desvios
padroes.
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Tabela 3. Atividade antimutagénica expressa pela média do niumero de coldnias + desvio padrdo e percentagem de
inibicdo mutagénica * desvio padréo (valor entre parénteses) nas cepas TA97, TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium

sem (-S9) e com (+S9) ativacdo metabdlica, expostas a diferentes doses de EAML (Extrato Aquoso Miconia latecrenata).

EAML
(hg/placa) -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

0,0 317,3+6,1 4740+10,0 60,7+10,1 403+06 4480+10,6 2040+480 1960+80 210,0+14,0
425 3737+215 8623+57 1587+21 9543+1763 830,0+30,0 4980+125 971,3+17,0 318,7 +26,0

' (86,6 +5,1)% (40,0 + 0,9 (-4,6+10,3)° (35,8+12,4)° (17,5+6,5° (76,4+1,00® (10,3+2,0)% (52,5 11,4)"
85 443,0+36,4 916,7+371 1483197 67634304 8367+181 464,0£31,7 797,0+440 253,3+446

’ (70,1£8,6)* (BL6%57)" (143+95* (553+2,1)* (16,1+3,9" (79,1+2,5> (30,4 +5,1)°° (81,1 +19,5)%
407,7+35 8640120 1340+16,7 7347+92 790,0+10,0 579,7+182 622,7+30,5 216,0+24,3

170,0 ab (39,71 g)ab a bc ab bc a a
(78,5 + 0,8) , ; (28,3 +16,3)* (51,2 +0,6)° (26,2+2,1)* (69,8+1,5 (50,6 + 3,52 (97,4 + 10,6)
557,0+14,1 98187+16,1 1350+53 633,7+10,0 753,0+14,1 670,3+87,0 872,0+21,1 2493+ 34,0

255,0 c (46,7+2 5)"" a ab a c c ab
(43,1 + 3,3) ; , (27,4+52)* (58,3+0,7)® (34,2+3,0% (62,5+7,0° (21,7+2,4)° (82,8 14,8)
340.0 451,3+34,3 800,0£523 1480+50 477,3+6,1 791,3+42 416,3+54,1 749,0+20,7 229,3+32,1

682+81)° (49.6+81)° (146+49® (69,3+0,4)° (259+0,9% (829+43)% (36,0%24)° (91,5 + 14,0)®

B738,3+ 15,2 ©1121,3+ 61,5 ®163,0+8,0 ©1464,0+ 55,0 P911,3+7,6 ©1447,7 + 116,451060,0 + 4,0 ©439,0 + 3,6
Controle +  x(0+0,0% *0,0+0,0° *0,0+0,0® *0,020,0° *0,0+0,0)° *0,0+0,0)° *0,0+0,0)° *0,0+0,0)°

Nota: Letras mailsculas (esquerda): A: agua destilada (100 uL/placa) (controle negativo). Controle + (controle positivo):
B: NPD (4-nitro-O-fenilenodiamino) (5,0 pg/placa), C: 2-aminoantraceno (5,0 ug/placa), D: Azida sddica (0,5 pg/placa), E:
Mitomicina C (1,0 uyg/placa). Letras minusculas (direita): Médias de percentagem de inibicdo mutagénica com letras iguais
nao diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05. *Aos controles positivos foi atribuido 0% de inibicdo mutagénica.
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A andlise dos resultados antimutagénicos de EAML vistos na Tabela 3 frente a cepa
TA97 mostrou inibicdo mutagénica méaxima de aproximadamente 87% sem metabolizagédo
para a dose de 42,5 pug/placa. Observou-se ainda para cepa TA97, maior acao
antimutagénica do extrato ndo metabolizado para todas as doses quando comparadas
com o extrato de EAML metabolizado. Para a cepa TA98 a inibicdo mutagénica méxima foi
de aproximadamente 70% com metabolizacdo S9, sendo estatisticamente igual a inibicdo
mutagénica de 4 das 5 doses testadas de EAML metabolizado e diferente de todas as
doses ndo metabolizadas. Ainda para a cepa TA98, foi observada que na dose de 42,5
ug/placa de EAML, sem metabolizagdo S9, houve inibicAo mutagénica negativa de
aproximadamente 5%. Este fato pode esta relacionado ao maior niumero de col6nias
crescidas no teste para essa dose em relagédo ao controle positivo utilizado. Contudo, este
resultado ndo difere estatisticamente do controle positivo, sendo atribuida a este
tratamento de EAML auséncia de atividade antimutagénica. J4 para as cepas TA100 e
TA102 houve inibicdo mutagénica maxima de 83 e 97%, respectivamente, para EAML
metabolizado. Para a cepa TA100, 3 das 4 doses testadas foram estatisticamente iguais
ao valor maximo de antimutagenicidade (83% para a 340 ug/placa), sendo que para a
cepa TA102, 4 das 5 doses testadas apresentaram igualdade estatistica a maior inibicao
mutagénica (97% para a dose 170 pg/placa). Com excecéo a dose 42,5 ug/placa de EAML
sem metabolizacdo, todas as demais doses testadas de EAML para todas as 4 cepas
analisadas, sem e com metabolizacdo S9, apresentaram diferenca estatistica para o
controle positivo (sem adigao de extrato) (Figura 3).

Ainda de acordo com Laughton et al. (1991) e Caillet et al. (2011), analise do perfil
antimutagénico de EAML para a cepa TA97 mostra agdo antimutagénica forte para o
extrato metabolizado e neutra para EAML sem metabolizacdo. Para TA98, nota-se
atividade neutra para EAML sem metabolizacdo, e acdo moderada para o0 extrato
metabolizado. Ja para as cepas TA100 e TA102, observou-se um perfil antimutagénico
forte apds metabolizacdo S9. Assim como verificado para EAAG, EAML também revela ter
maior atividade antimutagénica para cepas com mecanismos de substituicdo de bases
(TA100 e TA102).
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Figura 3. Percentagem de inibicAo mutagénica de EAML (Extrato Aquoso Miconia
latecrenata) frente as cepas TA97, TA98, TA1l00 e TA1l02 de Salmonella
typhimurium/microssoma sem e com ativacdo metabodlica S9. Os histogramas seguidos
pela mesma letra possuem médias que ndo diferem, entre si, pelo teste Scott-Knott a
p<0,05. Os seguimentos de retas verticais nos histogramas correspondem aos desvios

padrdes.
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Tabela 4. Atividade antimutagénica expressa pela média do numero de coldnias + desvio padrdo e percentagem de
inibicdo mutagénica * desvio padréo (valor entre parénteses) nas cepas TA97, TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium

sem (-S9) e com (+S9) ativacdo metabdlica, expostas a diferentes doses de EAOO (Extrato Aquoso Ocotea odorifera).

EAOO
Tratamento TA97 TA98 TA100 TA102

(ug/placa) -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

0,0 317,3+6,1 474,0+10,0 60,7+10,1 40,3+0,6 448,0+10,6 204,0+48,0 196,0+8,0 210,0+ 14,0
438,7+8,3 842,7+30,0 126,3+15 1094,7+61,2 852,3+4,5 1098,0+20,3 921,7+24,2 376,0+14,4

5625 712+20)° (430:46) (358+15% (259+43° (12,7+1,00° (281+16)° (16,0%28)° (27.5+6,3)°
L5 3330263 7960%200 1147+122 1009,3+1155 8790110 9587373 0250240 3187392
’ (96,3+6,2% (50,2+3,1) (47,2+11,9* (31,9+8,1)® (7,0+24)° (39,3+3,00° (156+2,8)" (52,5+17,1)
o50o 2750%181 8040:69 1157101 830,7+30,3 8547x101 890,0%380 8293+40,1 3267185
™~ (110,0 £4,3)% (49,0+1,1)% (46,2+9,8* (445+2,1)° (12,2+2,2)° (44,8+3,00%° (26,7+4,6)% (49,0+8,1)°
a375 3200%200 8253:241 1430147 3853%361 7253%162 994,0%340 8583%320 278,7%289
’ (99,4 +4,7)% (45,7 +23,7)% (19,5+14,4)° (758+25° (40,1+3,5°% (36,5+2,7)° (23,3+3,7)? (70,0 +12,7)
45000 5390262 7747:140 863201 3020%327 7127+103 7900%362 8563+261 2400423
' (39,8 +9,5)° (49,6 +8,1)% (65,9 +26,4)% (74,6+3,4)% (36,2+13,6)* (50,5+6,8)% (22,3+5,1)? (76,4 + 36,5)%
Controle + B738,3+15,21121,3+ 61,5 2163,0+8,0 ©1464,0+550 P911,3+7,6 ©1447,7 + 116,451060,0 + 4,0 ©439,0 + 3,6

*0,0+ 0,0 *0,0+£0,0° *0,02%0,0° *0,0+0,0% *0,0+0,0° *0,0+0,0)" *0,00,0)0° *0,0%0,0)°

Nota: Letras maiusculas (esquerda): A: agua destilada (100 pL/placa) (controle negativo). Controle + (controle positivo):
B: NPD (4-nitro-O-fenilenodiamino) (5,0 pg/placa), C: 2-aminoantraceno (5,0 ug/placa), D: Azida sddica (0,5 pg/placa), E:
Mitomicina C (1,0 uyg/placa). Letras minusculas (direita): Médias de percentagem de inibicdo mutagénica com letras iguais
nao diferem entre si pelo teste Tukey a p<0,05. *Aos controles positivos foi atribuido 0% de inibicdo mutagénica.
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Pela andlise dos resultados apresentados na Tabela 4, para a cepa
TA97 de EAOO, observa-se maior agao antimutagénica para o extrato sem
metabolizacdo, sendo encontrado um pico maximo de 110% para a dose de
2250 ug/placa. Esse valor superior a 100% pode estar relacionado a atividade
antimutagénica inibitéria também de reversdes espontaneas referentes ao
controle negativo. Para EAOO metabolizado ainda frente a cepa TA97, nota-se
igualdade estatistica entre todas as doses analisadas, apresentando menor
atividade antimutagénica do que todas as doses ndo metabolizadas. Para a
cepa TA98 de EAOO, observa-se perfil estatistico semelhante para a agéo
antimutagénica tanto do extrato sem metabolizacdo quanto do extrato
metabolizado, sendo a inibicdo mutagénica maxima de 66 e 76% para o EAOO
sem e com metabolizacdo, respectivamente. Ja para as cepas TA100 e TA102,
houve maior inibicAo mutagénica para o extrato metabolizado em todas as
doses testadas frente as 2 cepas, sendo observado pico maximo atividade
antimutagénica de aproximadamente 50% para a cepra TA100 e 76% para a
cepa TA102, ambas para a dose de 4500 pg/placa. Para todas as cepas, todas
as doses testadas de EAOO, sem e com metabolizacdo S9, apresentaram
diferenca estatistica para o controle positivo (sem adicao de extrato) (Figura 4).

Segundo a classificacdo de atividade antimutagénica sugerida Laughton
et al. (1991) e Calillet et al. (2011), para analise do perfil antimutagénico de
EAQOO, observa-se que a cepa TA97 mostra forte acdo antimutagénica para o
extrato sem metabolizacdo e moderada atividade para EAOO metabolizado.
Para TA98, nota-se atividade neutra para EAOO sem metabolizacdo, e acao
moderada para o extrato metabolizado. Ja para a cepa TA100, observa-se um
perfil antimutagénico neutro para EAOO sem e com metabolizagdo S9. Para a
cepa TA1l02, a atividade antimutagénica € neutra para EAOO sem
metabolizacdo, e moderada para o extrato metabolizado. Somente para a cepa
TA97 EAOO apresentou forte atividade antimutagénica, demonstrando maior
acdo a cepas com mecanismos de mudanca de quadro de leitura (TA97 e
TA98).
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Figura 4. Percentagem de inibicdo mutagénica de EAOO (Extrato Aquoso
Ocotea odorifera) frente as cepas TA97, TA98, TA100 e TA102 de Salmonella

typhimurium/microssoma sem e com ativagdo metabdlica S9. Os histogramas

seguidos pela mesma letra possuem médias que nao diferem, entre si, pelo

teste Scott-Knott a p<0,05. Os seguimentos de retas verticais nos histogramas

correspondem aos desvios padrdes.
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Assim, pela andlise dos resultados foi observado que EAAG e EAML
apresentaram maiores percentagens de agao antimutagénica do que EAQOO,
mesmo sendo testadas em doses significativamente menores do que EAQOO.
Esse fato pode estar relacionado ao maior conteado de compostos fendlicos e
maior potencial antioxidante apresentados por EAML, seguido por EAAG em
relacdo a EAOO, como foi apresentado no capitulo 1 deste trabalho. Estudos
apontam o0s compostos fendlicos com propriedades antioxidantes, com
potencial acdo antimutagénica (Cardador-Martinez et al., 2002, Kris-Etherton et
al., 2002, Surh, 2002, Theriault et al., 2006).

Além disso, tanto EAAG quanto EAML tiveram maior atividade
preferencialmente sobre cepas que detectam substancias que provocam
substituicdo de bases nitrogenadas (TA100 e TA102), enquanto EAOO foi mais
ativo sobre cepas com mecanismos de mudanca de quadro de leitura (TA97 e
TA98). Importante lembrar ainda que a cepa TA102 apresentou as maiores
percentagens de acdo antimutagénica. Este fato pode estar relacionado com o
potencial antioxidante dos extratos testados (Capitulo 2), uma vez que €
descrito para a cepa TA102 sua atividade de deteccdo principalmente sobre
substancias oxidantes (Levin et al., 1982).

4.3. Analise antigenotoxica dos extratos

Através dos resultados antigenotoxicos pode-se observar que tanto
EAAG (Figura 5) quanto EAML (Figura 6) ndo apresentaram acao
antigenotoxica em nenhuma das doses nas quais foram testadas, uma vez que
€ possivel para ambos os extratos a observacdo da mudanca topoldgica
plasmidial das lanes tratadas com as diferentes doses de extratos (lanes 3, 4 e
5) e o agente genotoxico SnCl, (lanes 2) em relacdo ao controle negativo de
genotoxicidade sem adicdo de SnCl, (lanes 1). Nesse sentido, nota-se o0
surgimento da conformacao linear do plasmidio (forma Ill) para as lanes 2, 3, 4
e 5, com auséncia das conformacbes helicoidal (forma II) e tensionada
superhelicoidal (forma 1), ao contrario do que ocorre nas lanes 1 do controle

sem 0 agente genotoxico, onde € possivel observar a auséncia da
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conformacao linear do plasmidio e presenca das conformacdes helicoidal e

tensionada superhelicoidal.

FORMA III

FORMA II

FORMAI

Figura 5. Acdo antigenotéxica de EAAG (Extrato Aquoso Alchornea
glandulosa). Nota: 1: controle negativo (75,5 pg DNA + 100 uL H,0), 2: controle
positivo (75,5 ug DNA + 750 pg SnCly), 3: (75,5 pug DNA + 750 ug SnCl, + 71,2
Mg EAAG), 4: (75,5 ug DNA + 750 ug SnCl, + 285 ug EAAG), 5: (75,5 ug DNA +
750 pg SnCl, + 570 ug EAAG). Experimento realizado em triplicata.

FORMA III
FORMAII

FORMAI

Figura 6. Acdo antigenotdxica de EAML (Extrato Aquoso Miconia latecrenata).
Nota: 1: controle negativo (75,5 yg DNA + 100 pyL H,0), 2: controle positivo
(75,5 pyg DNA + 750 pg SnCly), 3: (75,5 pyg DNA + 750 ug SnCl, + 42,5 ug
EAML), 4: (75,5 ug DNA + 750 pg SnCl, + 170 ug EAML), 5: (75,5 ug DNA +
750 ug SnCl, + 340 ug EAML). Experimento realizado em triplicata.

Para EAOO (Figura 7) nao foi possivel a observacdo da acédo
antigenotoxica deste extrato para as duas maiores doses testadas. Este fato
pode estar relacionado a altas doses na qual este teste foi realizado. Contudo,
um dos objetivos deste ensaio foi realizd-lo com as mesmas doses do teste
antimutagénico com cepas de S. typhimurium/microssoma, a fim de possiveis
comparacoes de resultados. Apesar de nao ser possivel analise das maiores

doses testadas, nota-se que a menor dose utilizada neste teste também néo
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apresentou acao antigenotoxica frente ao agente SnCl,, uma vez que observa-
se 0 aparecimento da conformacéo linear do plasmidio para as lanes 2 e 3,
com auséncia das conformacdes helicoidal e tensionada superhelicoidal, ao
contrario do que ocorre nas lanes 1 do controle, onde € possivel observar a

auséncia da conformacdo Il e a presenca das forma ll e I.

FORMAIII
FORMAII

FORMAI

Figura 7. Acdo antigenotoxica de EAOO (Extrato Aquoso Ocotea odorifera).
Nota: 1: controle negativo (75,5 yg DNA + 100 pyL H,0), 2: controle positivo
(75,5 pg DNA + 750 pg SnCly), 3: (75,5 yg DNA + 750 pug SnCl, + 562,5 ug
EAQO), 4: (75,5 yg DNA + 750 pg SnCl, + 2250 ug EAOOQ), 5: (75,5 ug DNA +
750 ug SnCl, + 4500 ug EAOOQO). Experimento realizado em triplicata.

Embora EAAG, EAML e EAOO terem apresentado alto conteddo
fendlico e grande acdo antioxidante, estes extratos nao foram capazes de inibir
reacoes de oxirreducdo que ocorrem nos mecanismos de genotoxicidade de
SnCl,, nos quais o agente redutor Sn®* se oxida, reduzindo moléculas de DNA,
podendo ocasionar danos estruturais as estes polimeros (Caldeira-de-Araujo et
al., 1996, Dantas et al., 1996, Cabral et al., 1998).

Nesse sentido, importante ressaltar a diferenca de resultados entre os
testes antimutagénicos e antigenotdxicos, uma vez que nos ensaios biolégicos
com S. typhimurium/microssoma foi observado potencial agdo antimutagénica
de EAAG, EAML e EAOQO, fato ndo encontrado para os testes antigenotoxicos.
Essa diferenca de resultados possivelmente pode estar relacionada a diferenca
de mecanismos inerentes aos ensaios de antimutagenicidade e

antigenotoxicidade.
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5. CONCLUSAO

Através da analise dos resultados observa-se maior citotoxicidade de
EAML, seguido por EAAG e EAOO. Além disso, maior atividade antimutagénica
foi encontrada para EAML, seguido por EAAG e EAOO metabolizados,
principalmente para a cepa TA102, correlacionando possivelmente a agéo dos
compostos fenolicos e o potencial antioxidante dos extratos a atividade
antimutagéncia. Contudo, ndo foram observadas acdes antigenotdxicas para
nenhum dos extratos testados. Os resultados de antimutagenicidade indicam
potencialidade do extrato EAML para a busca de novos agentes
anticancerigenos. Estudos complementares precisam ser realizados para a

profundar o conhecimento quimico e bioldgico desse extrato.
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CONCLUSAO GERAL DO TRABALHO

v O estudo de prospeccdo fitoquimica possibilitou a identificacdo de
algumas classes de metabdlitos secundarios até entdo nao relatados na
literatura para os extratos EAAG, EAML, EAOO, EAPS, EAPV, EARJ e EASS,
sendo que os teores de compostos fendlicos para estes extratos também séo

pela primeira vez relatados;

v EAML e EAAG apresentaram alto conteudo fendlico, seguidos por
EAQOQ;

v Andlise da atividade antioxidante em 3 diferentes testes mostrou grande
potencial antioxidante das amostras analisadas, sobretudo para EAML, EAAG,
EAOO e EASS;

v Os resultados mostraram potencial antibacteriano para o0s extratos
EAML, EAAG e EAOO frente a cepas causadoras da mastite. Desses extratos
EAML mostrou ser a mais ativa, apresentando resultado que o elege como
promissora para o desenvolvimento de farmacos pra tratamento de mastite

bovina;

v EAML apresentou a menor concentracdo inibitéria minima para acéo
antimicrobiana frente as cepas de bactérias gram-positivas, sendo o Unico

extrato ativo contra bactéria gram-negativa;

v EAML apresentou maior citotoxicidade frente a cepa TA100 de
Salmonella typhimurium/microssoma sem metabolizacdo S9, seguido por
EAAG e EAQQ;

v EAML apresentou maior atividade antimutagénica, seguido por EAAG e

EAQOQ, principalmente para a cepa TA102;

v Apdés a metabolizagdo dos extratos houve aumento da atividade

antimutagénica para a maioria das cepas testadas;
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v N&o foram observadas a¢fes antigenotoxicas para nenhum dos extratos

testados;

v O emprego da abordagem etologica para a selecdo de espécies visando
a bioprospeccéo de extratos bioativos possibilitou a descoberta de plantas com

potenciais atividades antioxidante, antibacteriana e antimutagénica.
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PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Os resultados deste trabalho surgem como uma alternativa para a
conservacgao de espécies vegetais, visto que com a avaliacdo do potencial ndo-
madereiro de espécies nativas do bioma Mata Atlantica, a exploracdo desse
recurso vegetal podera ser realizada de forma sustentavel. O emprego da
estratégia etoldgica empregando plantas consumidas pela dieta do primata
utilizado no presente trabalho trata da primeira experiéncia do nosso grupo de
pesquisa visando a selecdo de espécies para o estudo de bioprospeccao
farmacéutica. Esse método, no entanto, precisa ser aperfeicoado,
principalmente no que tange a observacao e associacdo de possiveis sintomas
patolégicos manifestados pelo primata e a planta consumida durante este
periodo.

Assim, o grupo de pesquisa BioPESB esta sendo pioneiro no Brasil em
utilizar o critério etolégico na busca de produtos naturais bioativos em bioma de
Mata Atlantica. Nesse caso, 0 envolvimento do primata B. hipoxanthus nas
pesquisas, também implica em uma agao conservacionista para esta espécie,

que atualmente encontra-se em nimero bastante reduzido.
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