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RESUMO

As espécies Vismia guianensis (Aubl.) (Clusiaceae) e Senna reticulata (Willd.) Irwin &
Barneby (Caesalpiniaceae), conhecidas popularmente por lacre e mata-pasto,
respectivamente, sdo encontradas na regido amazoOnica, onde sdo utilizadas na
medicina popular para o tratamento de diversas moléstias, principalmente infeccoes
e dermatomicoses. Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a
atividade antimicrobiana dos extratos e fracdes das referidas espécies vegetais,
através da bioautografia e da determinacdao da concentracgao inibitéria minima (CIM)
pelo método de microdiluicdo. Foi avaliada também a atividade imunoldgica dos
extratos hidroetandlicos das cascas do caule e das folhas de Senna reticulata e de
Vismia guianensis através da producdo e inibicdo de Oxido nitrico por células
peritoneais de camundongos. Todos os extratos apresentaram atividade inibitoria
frente as cepas padrao (ATCC) e clinicas dos fungos Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis. O extrato hidroalcodlico das
cascas de V. guianensis apresentou melhor atividade antimicrobiana, com CIM de 62,5
hg/mL, de 125 pg/mL e de 500 pg/mL frente as cepas padrao de T. mentagrophytes, T.
rubrum e M. canis, respectivamente; CIM de 125 pg/mL para as cepas clinicas de 7.
rubrum e T. mentagrophytes e, de 15,63 ug/mL frente a cepa clinica de M. canis. O
extrato hidroetandlico das cascas de V. guianensis também apresentou atividade
antimicrobiana contra todas as bactérias testadas, sendo as cepas de S. aureus, S.
epidermidis e B. subtilis foram as mais sensiveis. As cepas de C albicans foram
resistentes aos extratos de ambas espécies vegetais. Através dos ensaios de atividade
imunoldgica /in vitro observou-se que na concentracdo de 50 pg/mL os extratos nao

apresentaram citotoxicidade e que apresentaram potencial atividade antiinflamatdria.

Palavras-chave: Plantas medicinais, dermatomicoses, atividade antimicrobiana,
Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby, Vismia guianensis (Aubl.), mata-pasto,

lacre.



ABSTRACT

The Vismia guianensis (Aubl.) (Clusiaceae) and Senna reticulata (Willd.) Irwin &
Barneby (Caesalpiniaceae), popularly known as seal and obtusifolia, respectively, are
found in the Amazon region, where they are used in folk medicine for the treatment
of various diseases, especially infections and dermatomycoses. In this light, this
study aimed to evaluate the antimicrobial activity of extracts and fractions of these
plant species by bioautography and determination of minimum inhibitory
concentration (MIC) by microdilution method. We also evaluate the immunological
activity of the hydroethanolic from the stem bark and leaves of Senna reticulata and
Vismia guianensis and production through the inhibition of nitric oxide by peritoneal
cells of mice. All the extracts showed activity against the standard strains (ATCC) and
clinical fungi 7richophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes and Microsporum
canis. The hydroalcoholic extract of the bark of V. guianensis showed better
antimicrobial activity, with MIC of 62.5 pg/mL, 125 pg/mL and 500 pg/mL against
the standard strains of 7. mentagrophytes, T. rubrum and M. canis, respectively, MIC
of 125 pg/mL for clinical strains of 7. rubrum and 7. mentagrophytes and of 15.63
Mg/mL against the clinical strain of M. canis. The hydroalcoholic extract of the bark of
V. guianensis also showed antimicrobial activity against all bacteria tested, with
strains of S. aureus, S. epidermidis and B. subtilis were the most sensitive. The
strains of C. albicans were resistant to the extracts of both species. Through the /n
vitro testing of immune activity was observed that the concentration of 50 pg/mL

extracts showed no cytotoxicity and showed potential anti-inflammatory activity.

Key words: Medicinal plants, dermatomycosis, antimicrobial activity, Senna

reticulata (Willd.) Irwin & Barneby, Vismia guianensis (Aubl.), “mata-pasto”, “lacre”.
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O emprego de plantas na recuperacdao da saude tem evoluido ao longo dos
tempos desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente utilizada
pelo homem das cavernas, até as formas tecnologicamente sofisticadas de fabricacao
industrial dos medicamentos utilizados pelo homem moderno. Apesar das enormes
diferencas entre as duas maneiras de uso das plantas ha um fato comum entre elas.
Em ambos os casos, o homem percebeu de alguma forma, a presenca de algo nas
plantas, que administradas sob a forma de mistura complexa (o extrato) ou como
substancia pura isolada, por qualquer via, tém propriedade de provocar reacoes
benéficas capazes de levar a recuperacao da saude. Tal atividade pode ser resultado
da acdao de uma Unica substancia da planta ou de um conjunto delas que atuam
sinergicamente, quer sejam empregadas da prdpria planta ou por seus extratos, quer
delas sejam retiradas e transformadas em comprimidos, gotas, pomadas ou capsulas

pela indUstria farmacéutica.

As comunidades que vivem nas matas fizeram, durante muito tempo e ainda
fazem, utilizagdo de plantas medicinais, sobretudo naquelas onde inexiste
atendimento médico convencional e onde a terapéutica local tem que suprir as
demandas das doencgas do cotidiano, bem como daquelas ainda desconhecidas. Por
outro lado, a modernizacao e o desenvolvimento de pesquisas cientificas trouxeram
substancias sintéticas e alopaticas capazes de curar as enfermidades. No entanto, os
efeitos colaterais provocados pelas substancias sintéticas, quando associados a
fatores como as condigdes culturais, a dificuldade de acesso a medicamentos
quimioterapicos e o alto custo dos mesmos, induz a procura por substancias que
apresentem eficacia e com reacOes adversas bem menores além do baixo custo
(RODRIGUES, 2005).

A planta medicinal pode ser um agente terapéutico quando escolhida
corretamente, embora apresente diferencas, quando comparada com o produto
industrializado, principalmente com relagdo a legislacdo e pela auséncia de

substancias adicionadas como conservantes, corantes, adocantes e aromatizantes.
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Diante deste conceito e associado a recomendacoes da Organizacao Mundial
de Saude (OMS) sobre a utilizacdo de plantas como opcao terapéutica, o Prof. Dr.
Francisco José de Abreu Matos criou um programa de assisténcia social farmacéutica,
de ambito regional, denominado Projeto Farmacias Vivas, no estado do Ceara
(MATOS, 1997).

No municipio de Barreirinha (AM), inspirado no modelo de Matos, implantou-
se também um projeto, que, além de diminuir os custos com medicamentos, gera
renda as comunidades produtoras, ja que sdo beneficiadas com a compra de seus

produtos naturais pela prefeitura do local.

Este modelo de Assisténcia Farmacéutica Social do municipio de Barreirinha
ratifica o dito que a Amazonia, com sua flora rica e singular, com espécies variadas e
Unicas, pode ser considerada hoje, o maior recurso natural do planeta

proporcionando a pratica da terapéutica natural, que é bastante forte na regiao.

O conhecimento popular, entretanto, da embasamento as pesquisas cientificas
que buscam novos tratamentos. Ocorre, a cada dia, um estreitamento das relagdes
entre o conhecimento popular e a ciéncia académica, ja que ao compararmos, ambos
utilizam-se praticamente dos mesmos critérios para a investigacdo de novas
substancias ativas, como, por exemplo, as coletas biorracionais (guiadas pela
ecologia) e coletas baseadas no conhecimento tradicional, sendo esta ultima o foco
da Bioprospeccao (RODRIGUES, 2005).

As plantas, principalmente de floresta tropical, sao reconhecidamente reservas
de varias substancias biologicamente ativas. Assim, nos recentes anos muitos
produtos de origem vegetal (extratos, dleos essenciais) tém sido padronizados como
potenciais antimicrobianos (GAYOSO et al., 2004).

Até o fim da Segunda Guerra Mundial, no Brasil, os medicamentos derivados
de plantas foram amplamente usados, sendo substituidos gradativamente, por

compostos sintéticos (LAPA, 2007). Esses medicamentos tiveram um grande
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impacto no tratamento de diversas doencas; basta lembrar do sucesso das sulfas e
dos antimicrobianos no tratamento de infeccoes e da cortisona no tratamento de
doencas inflamatdrias e alérgicas. Consequentemente, a utilizacao de plantas e seus
extratos passaram a ser, continuamente menosprezados e até ridicularizados por
profissionais de salde, ja que exibiram pouca eficacia no tratamento de doencas e
sintomas (SCHENKEL et al., 2005).

Lentamente, essa postura comegou a mudar nas Ultimas décadas. Schenkel e

coloboradores (2005) apontam os motivos dessa mudanca:

» As expectativas exageradas criadas em torno de produtos da grande
industria, fazendo crer que para cada moléstia existiia um grande
medicamento e que nao puderam ser atendidas satisfatoriamente;

» 0s efeitos indesejaveis e prejuizos causados tanto pelo uso correto como
pelo uso abusivo dos medicamentos produzidos sob manto cientifico
(basta lembrar talidomida, hexaclorofeno, practolol, clioquinol,
cloranfenicol, etc.);

» 0 reconhecimento de que para o desenvolvimento de novos medicamentos
(antiprotozoarios, anticancerigenos, etc.), as pesquisas de plantas
medicinais utilizadas na medicina popular apresentam perspectivas
inegaveis;

* 0 reconhecimento de que atualmente amplas camadas da populagao nao
tém acesso aos medicamentos.

Partindo destes motivos, as plantas medicinais passaram a ser cogitadas como
recurso terapéutico por alguns profissionais da saude e por 6rgaos governamentais.
No entanto, é mister a realizacao de ensaios de bioprospeccao com estas plantas,
para padronizar seus cultivos, coletas e beneficiamentos, permitindo a utilizacao /n
natura, a garantir sua seguranca e eficacia medicinal, bem como o descobrimento de

novos farmacos.

As espécies vegetais Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby e Vismia
guianensis (Aubl.) conhecidas, respectivamente, como mata-pasto e lacre foram
escolhidas para este estudo por demonstrarem popularmente atividade para diversos
usos, como as afeccoes de pele, destacando-se as micoses (ALBUQUERQUE, 1980;
REVILLA, 2001). Devido a escassez de pesquisas realizadas com os extratos dessas
plantas, no tocante a atividade antimicrobiana resolveu-se avaliar, através de

bioensaios, suas atividades /in vitro, frente aos fungos T7richophyton rubrum, T.
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mentagrophytes, Microsporum canis e Candida albicans, e frente as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalls e
Bacillus subtilis, e bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa.
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2.1 HISTORICO

Desde os primdrdios, o homem buscou na natureza os recursos necessarios
para a sua sobrevivéncia, utilizando as plantas na alimentacdo e na cura de
enfermidades (NIERO et al., 2003).

A histéria das civilizagbes é rica nos exemplos da utilizagdo dos recursos
naturais nos processos de cura, destacando-se a civilizagdo egipcia, greco-romana e
chinesa (VIEGAS Jr. et al., 2006).

Na civilizagao chinesa as plantas medicinais sao parte integrante da medicina
tradicional, o que é registrado no mais antigo texto botanico-medicinal, o Pen Tsao
(2800 a.C.). Esta obra foi reeditada e revisada durante as sucessivas dinastias, sendo
que na Ultima edicdo, chamada de Tratado Médico do Imperador Amarelo,
pertencente a Dinastia Han (25-220 d.C.), é descrito de forma detalhada o uso de
cerca de 7 mil espécies medicinais. Os egipcios possuiam um profundo conhecimento
médico. Isto foi demonstrado através do “Papiro de Ebers” (1700 a.C.) onde se
relata a aplicagdo medicinal de cerca de 700 espécies, entre elas: canafistula como
laxante, cominho como tonico e estimulante e a papoula como antitussigeno e
sedativo. Os gregos transformaram o conceito magico-religioso da Fitoterapia em um
modelo moderno de observacdo. A maior figura grega nesta matéria foi Hipdcrates
(séculos 1V e III a.C.), que fundamentou o uso correto das plantas medicinais. Na

civilizagao grega destacam-se também Dioscorides e Galeno (ALONSO, 2008).

Na Idade Média, houve um estancamento e descrédito no uso de plantas
medicinais devido a “caca as bruxas” da Santa Inquisicao, que mandou queimar
homens e mulheres que atuavam como curandeiros, no entanto a arte de curar ficou
sendo praticada pelos representantes da Igreja que traduziam do latim e do grego as
primitivas obras sobre plantas (ALONSO, 2008).

No Renascimento, a cura através das plantas recebeu um novo impulso por
parte dos alquimistas e cientistas, destacando-se Paracelso. Surgem na Itdlia e na

Alemanha as escolas médicas que também impulsionaram a medicina natural. A
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relagdo entre a medicina e a quimica permitiu um desenvolvimento maior do
conhecimento sobre os produtos naturais. Entretanto, no século XIX, Friedrich
Wohler, ao sintetizar a uréia a partir de uma substancia inorganica, inaugurou a
industria de sintese quimica, com isso os produtos naturais foram sendo substituidos
por produtos sintéticos (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001; ALONSO, 2008).

Segundo Hostettmann (2003) estima-se que, cerca de 44% dos
medicamentos atualmente disponiveis, foram desenvolvidos, direta ou indiretamente,
a partir de fontes naturais, como plantas, micro-organismos e animais (Figura 1).
Além disso, estima-se que das 252 substancias consideradas basicas e essenciais
pela OMS, 11% s3o originarias de plantas, € um numero significativo esta
representado por farmacos obtidos de precursores naturais. Nos paises
industrializados, 25% dos medicamentos prescritos sao originarios de plantas. Isto
evidencia que o interesse populacional pelas terapias naturais tem aumentado
significativamente, principalmente em paises em desenvolvimento, devido a pobreza
e a falta de acesso aos medicamentos modernos (HOSTETTMANN, 2003; BRASIL,
2005; SCHENKEL et al., 2005).

Produtos sintéticos
modelados a partir
de produtos
naturais, 9%

Derivados de
produtos naturais,
24%

Produtos sintéticos,

Produtos naturais, 56%

6%

Bioldgicos, 5%

Figura 1 — Fontes de agentes terapéuticos.
Fonte: adaptado de Hostettmann, 2003.

2.2 ETNOFARMACOLOGIA

As pesquisas com plantas podem ser realizadas através de trés modelos: o

modelo classico da Farmacologia dos Produtos Naturais, pelo modelo quimico e pelo

Adam Hevon de Oliveira 30




Revisdo-da literadlura

modelo da Etnofarmacologia. No primeiro, aborda-se de forma inespecifica as
caracteristicas quimicas e farmacoldgicas das substancias naturais; o segundo
objetiva a identificagdo das moléculas, ativas ou nao, presentes no vegeta. O terceiro
objetiva o estudo das plantas empregadas na medicina popular valorizando,
sobretudo, os aspectos étnicos e culturais. Tal diferenciacao é de suma importancia
com relagdo as plantas utilizadas na medicina tradicional, pois o planejamento de um
modelo experimental que comprove uma propriedade terapéutica deve considerar o
contexto no qual as plantas estdo inseridas, conhecendo suas formas especificas de
cultivo, coleta, preparo e administracao (SIXEL; PECINALLI, 2005).

Entende-se como Etnofarmacologia, “a exploragdo cientifica interdisciplinar
dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados pelo
homem” (ELISABETSKY, 2003).

O conhecimento sobre plantas medicinais representa, muitas vezes, o Unico
recurso terapéutico de comunidades e grupos étnicos com dificuldades de acesso a
medicamentos industrializados, sendo esta uma das mais antigas formas da pratica
da medicinal tradicional (MACIEL et al., 2002; GONCALVES et al., 2005).

A importancia das plantas medicinais para a pesquisa de principios ativos e o
desenvolvimento de novas drogas pode ser verificado quanto ao uso de seus
constituintes como agentes terapéuticos ou também, como matéria-prima para a

sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos.

O Brasil, além de ser detentor da maior diversidade vegetal, estimada em 15 a
20% do total mundial (60.000 espécies), possui uma rica diversidade cultural e
étnica que resulta no acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias
tradicionais, passados de geracao a geracao, destacando-se o vasto acervo de
conhecimentos sobre 0 manejo e uso de plantas medicinais. No entanto, apenas 8%
das espécies catalogadas foram estudas para pesquisas de compostos bioativos e

1.100 espécies avaliadas em propriedades medicinais (BRASIL, 2005).
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2.3 FLORA CUTANEA E MICRO-ORGANISMOS

A pele integra € um dos maiores drgaos do corpo, em termos de area, e é
responsavel por aproximadamente 16% do peso corporal. E o manto de
revestimento do organismo e tem por funcdo isolar componentes organicos do meio
exterior, impedir a acdo de agentes externos, evitar a perda de agua, eletrolitos e
outras substancias do meio interno, dar protegdo imunoldgica, fazer termo-
regulacdo, propiciar a percepgao e funcao secretdria (BRASIL, 1989; TORTORA et al.,
2006).

E constituida por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme. A epiderme,
quando integra, funciona como barreira fisica eficaz contra microrganismos, por estar
em contato direto com o ambiente externo. A derme contém os foliculos pilosos,
ductos de glandulas sudoriparas e sebaceas, os quais possibilitam a passagem de
microrganismos da pele para os tecidos mais profundos. A superficie integra da
epiderme saudavel raramente é penetrada por micro-organismos, porém, quando
rompida, infeccao subcutdnea, muitas vezes, se desenvolve (ALCAMO, 2001;
TORTORA et al., 2006).

Na epiderme encontramos uma camada, tida como a mais externa e composta
por queratina e proteina fibrosa. Esta camada, o estrato cdrneo, € uma importante
barreira elétrica, térmica, quimica e microbioldgica e sofre processo de renovacao
constante, no entanto é colonizada por micro-organismos (PRUNIERAS, 1994;
CUNHA et al., 2004).

A pele humana normal se encontra colonizada por multiplos microorganismos
que vivem como saprofiticos na superficie e nas fissuras entre as escamas do estrato
cérneo e dentro dos foliculos pilosos, os quais em algumas ocasioes podem tornar-se
patogenos. A flora da pele tem muitas funcdes importantes na homeostase, desde a

degradagao de lipidios sobre a superficie da pele até ser diretamente responsavel
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pelo odor e degradar componentes do suor apdcrino (GONZALEZ; DELGADILLO,
2002).

A flora cutanea é formada por bactérias, fungos e parasitas, e divide-se em
dois grandes grupos: a flora residente e a flora transitéria (ROTH; JAMES, 1989;
FITZPATRICKS, 1999).

Os organismos que apresentam a capacidade de multiplicar e sobreviver
aderidos a superficie cutdnea sao chamados residentes e constituem a microbiota
dominante da pele (GONZALEZ; DELGADILLO, 2002). A microbiota cutanea
residente, estende-se por toda a pele, concentrando-se nas areas mais Umidas e
quentes como axilas e perineo, chegando em torno de 10° UFC/cm® e nas demais
regides, em torno de 10% UFC/cm? Os micro-organismos da flora residente ndo
sao totalmente removidos através do processo de lavagem das maos, no
entanto alguns autores relatam que os anti-sépticos conseguem inativa-los. Fazem
parte da flora residente os géneros Staphylococcus, Corynebacterium e
Propioniobacterium, sendo 0s micro-organismos mais comuns o S. epidermidis, o S.
aureus e o P. acnes. A flora residente possui baixa viruléncia e raramente causa
infeccdo, contudo pode ocasionar infeccbes sistémicas em  pacientes
imunodeprimidos e apds procedimentos invasivos, sendo responsavel por infeccoes
cirrgicas (BRASIL, 1989; ALCAMO, 2001; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; BUCALEM;
WEI, 2008).

A flora fungica residente estd representada por leveduras do género
Malassezia, organismos lipofilicos que se colonizam areas sebaceas, sendo a M.
furfur a principal levedura deste género que se encontra na pele. Algumas leveduras
do género Candida também fazem parte da flora residente, como é o caso da C.
glabrata, assim como Pityrosporum ovale e P. orbiculares (MURRAY, 1992;
GONZALEZ; DELGADILLO, 2002).

Os componentes da flora transitéria sdo simplesmente depositados sobre a

superficie da pele através do meio ambiente, mas nao tém a capacidade de aderir a

Adam Hevon de Oliveira 33




Revisdo-da literadlura

ela, pois aderem fracamente a pele por contato e encontra-se mais superficialmente,
junto a gordura e as sujidades e sobrevive por curto periodo de tempo, sendo
freqlientemente constituida por S. aureus, Escherichia colj, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella (BRASIL, 2007; BUCALEM, WEI, 2008) e é

responsavel pelas infeccoes hospitalares de origem cruzada (BRASIL, 1989).

A flora fungica transitéria é constituida por C. albicans que é patdgena se
isolada na pele. Além desta levedura, encontra-se os fungos dermatofiticos como

Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum (SIDRIM, 1999).

2.4 METODOS PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O estudo de plantas medicinais leva a necessidade de verificar os extratos,
fracdes ou isolados apresentam alguma acao terapéutica. Dentre elas, pode-se
pesquisar a atividade antimicrobiana e isto pode ser realizado através de alguns
métodos /n vitro especificos. Os principais métodos utilizados sdo: difusao, diluicao e
autobiografico (SOUZA et al., 2003).

24.1 Método de difusao

E um método utilizado para determinacdo da suscetibilidade de um micro-
organismo a substancias antimicrobianas, desenvolvido em meados dos anos 60 por
Kirby e Bauer (TRABULSI, 1991).

Neste método, a substancia pesquisada € colocada num reservatdrio, que
pode ser disco de papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro sobre a superficie,
em contato com meio de cultura sélido inoculado com o micro-organismo. Apos o
periodo de incubacdo obtém-se uma resposta qualitativa e quantitativa medindo-se o
halo de inibicao (zona clara onde nao houve crescimento microbiano, ao redor da
substancia em pesquisa). E um método Util para estabelecer a sensibilidade do

micro-organismo, estabelecendo uma comparacao da poténcia antimicrobiana da
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amostra e dos antibidticos. Uma zona de inibicdo de certo tamanho indica
suscetibilidade, zonas de tamanhos menores e se halo indicam resisténcia ao
antibidtico testado (BARRY, 1991; MURRAY et al., 1995; ZACCHINO, 2001; KRUGER;
MOURA, 2003).

Os fatores envolvidos neste teste devem ser cuidadosamente controlados.
Estes fatores incluem o tamanho do indculo, a distribuicdo do indculo na placa, o
tempo de incubacdo, profundidade do agar, a taxa de difusao (apresenta problemas
com substancias que ndo difundem no meio de cultura) e a concentracdo da
substancia teste (KRUGER; MOURA, 2003).

Segundo a normativa M2-A8 da CLSI (2003), ndo sdo aceitaveis testes
baseados apenas na presenca ou auséncia de um halo de inibicdo. S6 podem ser
obtidos resultados confidaveis com testes de difusdo que usam o principio de
metodologia padronizada e medidas do diametro do halo de inibicao correlacionados
as concentragdes inibitdrias minimas (CIMs) com cepas reconhecidamente sensiveis

e resistentes a diversos agentes antimicrobianos.

2.4.2 Método de microdiluicao

Este método foi validado em 1992 e constitui uma técnica que emprega placas
de 96 pocos com a transferéncia seriada da substancia a ser testada. A microplaca é
incubada durante 24-72 h em temperatura adequada ao crescimento do micro-
organismo usado no teste. Depois deste periodo, é analisada visualmente e/ou
espectrofotometricamente quanto ao crescimento microbiano, através da turvacao
do meio de cultura. Também pode ser realizada leitura através do uso de corante.
(KOLODZIE] et al., 1999).

A pesquisa da atividade antimicrobiana de extratos vegetais é realizada
preferencialmente pela técnica de microdiluicdo em placa, empregada para
determinar a CIM (menor concentracao capaz de inibir o crescimento do micro-

organismo) do extrato em inibir o micro-organismo e utilizando o Alamar Blue como

Adam Hevon de Oliveira 35




Revisdo-da literadlura

revelador da sensibilidade microbiana as substancias (COLLINS; FRANZBLAU, 1997;
FRANZBLAU et al., 1998; BOLLELA et al., 1999), sendo denominada pela técnica do
MABA (Microplate Alamar Blue Assay). A técnica do MABA tem sido empregada por
diversos autores para determinar atividade antimicrobiana de principios ativos
naturais (PIETRO et al., 2000; JANUARIO et al., 2002) e de novos compostos
sintéticos (PICON et al.,2002; CANTRELL et al.,2001). A resazurina, um indicador de
oxido-reducdo, tem sido utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana,
principalmente por se tratar de um reagente de menor custo que o Alamar Blue
(PALOMINO, 2002).

Tem vantagem de ser quantitativo e ser usado tanto para amostras sollveis
em agua, quanto lipossoliveis. Também fornece informagdes sobre a concentragao
microbicida minima, através de subculturas dos meios que apresentaram inibicao na
determinagdo da CIM (BARON; FINEGOLD, 1990). Além disso, o método de
microdiluicao pode ter vantagens especiais como a facilidade de execugao, economia
ou resultados mais rapidos (CLSI M27-A2, 2002).

2.4.3 Método bioautografico

Método Util para a localizacdo de compostos de acdo antimicrobiana em um
cromatograma, permitindo o isolamento biodirecionado de compostos ativos. Na
bioautografia, um meio de cultura sélido fundido e inoculado é aplicado sobre a placa
cromatografica, na qual foi eluido o extrato ou fracago (HAMBURGUER; CORDELL,
1987; SARTORATTO et al.,, 2004; SOUZA et al.,, 2007). Em 1946 Goodall e
colaboradores desenvolveram um cromatograma de papel, o qual foi coberto com

agar inoculado, tendo-se o primeiro registro da bioautografia.

O principio do ensaio consiste em aplicar uma suspensdao de um micro-
organismo a uma placa de CCD desenvolvida. Incubacdo em um ambiente Umido
permite o crescimento dos micro-organismos. Zonas de inibicdo em seguida, sao
visualizadas pela aplicacao de reagentes, como um sal de tetrazolio. Os micro-

organismos metabolicamente ativos convertem o sal de tetrazdlio em formazan,
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resultando em um colorido intenso sobre a col6nia. Assim, compostos
antimicrobianos aparecem como manchas claras contra um fundo colorido
(HAMBURGUER; CORDELL, 1987; WEDGE; NAGLE, 2000).

A bioautografia tem sido um método Util para encontrar novas substancias
antimicrobianas. Por outro lado, esta técnica depende do micro-organismo que se
deseja avaliar e requer conhecimento das condigdes inerentes ao crescimento deste
(COLORADO, 2007).

2.5 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE PLANTAS MEDICINAIS
BRASILEIRAS

O arsenal terapéutico disponivel no mercado € variado, tanto para o
tratamento topico como para o tratamento sistémico das micoses. Ainda assim,
encontram-se dificuldades na terapéutica de algumas delas, devido ao surgimento de
novos patogenos (ZAITZ et al.,, 1998). Além disso, os farmacos antifingicos
disponiveis no mercado nem sempre sao efetivos na terapéutica das micoses, pois
produzem recorréncia, podem promover resisténcia microbiana, além de
apresentarem efeitos tdxicos indesejaveis. Por esta razdo, se observa uma busca
continua de novos farmacos mais potentes e, sobretudo, mais seguros (ZACCHINO,
2001).

Os produtos de origem natural passaram a receber maior atencao dos
cientistas em virtude de que a maioria dos antifingicos conhecidos é de origem
sintética (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001). As informacdes de como as plantas sao
utilizadas por diferentes grupos étnicos e os estudos farmacoldgicos das preparacoes
utilizadas servem como ferramentas na busca de novos modelos moleculares
(RATES, 2001).

Fenner e colaboradores (2006), ao estudarem plantas da flora brasileira com

atividade relacionada as infeccOes fungicas, encontraram, na literatura, relatos sobre
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409 espécies vegetais que ja eram utilizadas pela populacao brasileira para esta
finalidade.

A atividade medicamentosa de plantas contra fungos causadores de micoses
pode ser observada e relatada por alguns pesquisadores. Souza e colaboradores
(2002) mostraram que extratos etanolicos de plantas do cerrado brasileiro (Hyptis
ovalifolia e Eugenia uniflora) mostraram-se inibidores do desenvolvimento de
dermatofitos, tais como 7richophyton rubrum, espécie que se mostrou resistente em
diversos ensaios realizados por outros pesquisadores. Souza e colaboradores (2003)
mostraram a suscetibilidade dos fungos dermatofiticos frente ao dleo essencial de

Hyptis ovalifolia, também confirmado por Oliveira e colaboradores (2004).

No nordeste brasileiro, as plantas medicinais sao usadas frequentemente pela
populacao para o tratamento de doencas infecciosas da pele (LIMA et al., 1997).
Cruz e colaboradores (2006) verificaram a eficacia de extratos do caule de Zizjphus
joazeiro e das folhas de Caesalpinia pyramidalis, ambos obtidos por infusdao, contra
duas espécies de Candida (C. albicans, C. guilliermondii) e Trichophyton rubrum.
Estes resultados foram considerados mais eficazes, quando comparados com a
atividade apresentada por anfotericina B. Lima (1996) constatou a acao fungistatica
do extrato etandlico das cascas de Cinnamomum zeylanicum e dos Oleos essenciais
das folhas de Al/thea rosa, de todas as partes de Conyza bonariensis, das folhas de
Croton regelianus, das flores de Ocimum gratissimum e das folhas e flores de
Turnera ulmiflora contra os fungos dermatofiticos 7richophyton rubrum, T.
mentagrophytes, Microsporum canis e Epidermophyton floccosum. Gayoso e
colaboradores (2004) demonstraram a atividade antifungica do o6leo essencial de
Cinnamomum zeylanicum frente aos fungos Candida albicans e C. tropicalis. Araujo
(2005) observou atividade antifingica utilizando extratos das cascas do Anacardium

occidentale frente as leveduras Candida tropicalis e C. stellatoidea.

Duarte e colaboradores (2004), ao estudarem a atividade de dleos essenciais
e extratos etandlicos de 35 plantas da medicina popular brasileira, mostraram que 13

delas, Aloysia triphylla, Anthemis nobilis, Cymbopogon martini, Cymbopogon
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winterianus, Cyperus articulatus, Cyperus rotundus, Lippia Alba, Mentha arvensis,
Mikania glomerata, Mentha piperita, Mentha sp., Stachys byzantina e Solidago

chilensis apresentaram atividade contra o género Candida.

Salvador e colaboradores (2004), testando extratos etandlicos das partes
aéreas de Alternanthera maritima e, Pretto (2005) com extratos metandlicos de
Calophylum brasiliense, validaram a atividade destas plantas contra fungos
dermatofiticos (Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes e T. tonsurans). Sartori (2005)
verificou a suscetibilidade dos fungos dermatofiticos 7richophyton rubrum e T.

mentagrophytes frente a extratos hidroalcodlicos das flores de Acmela brasiliensis.

Fenner e colaboradores (2005), estudando varias espécies vegetais do género
Hypericum frente a fungos causadores da "tinea pedis”, constataram que apenas
uma espécie mostrou-se promissora para estes fungos, incluindo Candida albicans,
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Epidermophyton floccosum, Trichophyton

rubrum e T. mentagrophytes.

Com relacao as plantas medicinais da AmazoOnia pode-se citar trabalhos
realizados por Barbosa e colaboradores (1988), que verificaram a atividade contra
Candida, dos extratos hexanicos e cloroformicos de calices e frutos de Aniba riparia e
de cadlices de Aniba sp. Oliveira e colaboradores (2000) mostraram a atividade
inibitdria dos extratos diclorometanicos e metandlicos de Arrabidae chica e Cecropia
leucocoma frente aos fungos Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes e T.
tonsurans. Cortez (2004) constatou atividade fungicida do extrato metandlico das
vagens de Caesalpinia ferrea frente aos fungos dermatofiticos 7richophyton rubrum e
7. mentagrophytes. Correia e colaboradores (2008) demonstraram a atividade
antimicrobiana dos extratos brutos de sete espécies amazOnicas — Geissospermum
argenteum, Uncaria guianensis, Brosimum acutifolium, Copaifera reticulate, Licania
macrophylla, Ptycopetalum olacoides, Dalbergia subcymosa — frente as cepas de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, multirresistentes a agentes

antimicrobianos.
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A atividade antimicrobiana de espécies vegetais da Amazbnia também foi
estudada, recentemente, por Carneiro e colaboradores (2008) que realizaram a
avaliacao da atividade antimicrobiana de espécies constantes da Reserva Adolpho
Ducke, em Manaus, e demonstraram, através do método de difusao em disco e de
bioautografia, a boa atividade dos extratos de Diclinanona calycina e Lacmellea
gracilis na inibicdo do crescimento de Streptococcus oralis e Mycobacterium

smegmatis.

Cabral e colaboradores (2003) isolaram dois quassindides com atividade
antimalarica, a partir das cascas do caule de Simaba guianensis. Andrade Neto e
colaboradores (2007) isolaram a neosergeolida, a elipticina, a aspidocarpina e o 4-
nerolidilcatecol, respectivamente, a partir de quatro espécies vegetais da Amazonia
Picrolemma  sprucei, Aspidosperma vargasli, Aspidosperma desmanthum e
Pothomorphe peltata e; demonstraram que estas susbstancias apresentaram
atividade inibitdria /n vitro frente ao Plasmodium falciparum superior a quinina € a

cloroquina.

2.6 Senna reticulata (Willd.) IRWIN & BARNEBY

Pertence a familia Leguminosae e é conhecida popularmente na Amazonia
pelo nome de matapasto grande (SILVA et al., 1977). Pertence a subfamilia
Caesalpiniaceae. As espécies desta subfamilia estdo distribuidas em 4 tribos:
Caesalpinieae, que inclui o género Caesalpinia, Cassieae, que inclui os géneros
Cassia, Dialium e Senna, Cercidae, que inclui o género Bauhinia, Detarieae, que
inclui o género Copaifera (Di STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). O género Senna é
pantropical com 260 espécies, sendo que 200 espécies ocorrem no continente
americano (RODRIGUES et al., 2005).

A espécie Senna reticulata apresenta-se como uma arvore de pequeno porte,

com altura variando de 3 a 8 metros (Figura 2A). Suas folhas possuem de 7 a 13 cm
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de comprimento por 2 a 4 cm de largura, articuladas, com foliolos longos de 9 a 12
pares e arredondadas na base e no apice. A inflorescéncia é racemosa, terminal ou
auxiliar, com flores amarelas (Figura 2B). O fruto é uma fava linear longa, de 15 cm

de comprimento por 2 cm de largura, fina, plana e glabra (REVILLA, 2001).

A B

Figura 2 — Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby: A) arvore; B) detalhe das folhas e flores.

Fonte: Autor

Originalmente brasileira, encontra-se distribuida pelos estados do Norte,
principalmente na Regido Amazbnica, em solos areno-argilosos, em terrenos
inundaveis ou ndo, pastagens e campo aberto e sombreado, formando touceiras de

individuos ocupando grandes areas da varzea alta (REVILLA, 2001).

A Senna reticulata tem dominancia, em relacdo as outras arvores e arbustos,
pelas adaptacOes e estratégias de crescimento caracteristicas da espécie, isto &, uma
altissima tolerancia a inundacao das raizes e capacidade de rebroto. O seu rapido
crescimento nas planicies da Amazonia impede a formacdo de pastos, o que a torna
inimiga dos fazendeiros. Estas caracteristicas fazem com que seja considerada como
uma das espécies colonizadoras mais eficientes nas areas abertas e inundaveis da
Amazonia, especialmente as que sofreram impacto antropofilico forte, e propiciaram

a denominacao popular de matapasto (PAROLIN, 2001).
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A populacao utiliza o matapasto para as mais diversificadas doencas e
finalidades. Destacam-se os usos em doencas da pele, como micoses, erupcao
cutanea, sarna, eczema e verruga. Também é utilizada como purgante, diurético,
antidiabético, laxante e abortivo, e para hipertensdo, helmintiase, espasmos, prisao
de ventre e febre. Vale ressaltar seu uso como inseticida e repelente. Geralmente,
dependendo das indicacOoes de tratamento, as partes utilizadas sao as folhas,
sementes e raizes (REVILLA, 2001).

Santos e colaboradores (2008) identificaram em Senna reticulata seis
antraquinonas (crisofanol; fisciona; aloe-emodina; emodina; 1,3,8-
triildroxiantraquinona; 1,6,8-triidroxi-3-metoxiantraquinona), um flavonoide
(campferol), uma biantrona do crisofanol, dois esteroides (B-sitosterol;
estigmasterol) e dois triterpenos (o-amirina; B-amirina). Este foi o primeiro registro
das substancias 1,3,8-triidroxiantraquinona e 1,6,8-triidroxi-3-metoxiantraquinona

em plantas superiores, antes sé isoladas de micro-organismos.

2.7 Vismia guianensis (AUBL.)

Conhecida popularmente como “lacre”, pau-de-lacre, arvore-da-febre, caapia e
caopia, pertence a familia Clusiaceae (também denominada Guttiferae) (Di STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002).

A familia Clusiaceae compreende aproximadamente 1370 espécies,
distribuidas em 45 géneros de ocorréncia em regioes tropicais. No Brasil ocorrem em
todo o territdrio, somando 131 espécies que estao distribuidas em 21 géneros. Os
géneros sao distribuidos em trés subfamilias (Hypericoideae, Calophylloideae e
Bonnetioideae), destacando-se alguns com importancia medicinal no Brasil, como
Hypericum, Vismia, Clusia, Calophyllum, Garcinia e Kielmeyera. Além da importancia
medicinal, esses géneros apresentam importantes espécies econdmicas para a
producdo de madeira, gomas, pigmentos, Oleos essenciais e resinas (Di STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002).
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O género Vismia possui aproximadamente 35 espécies, distribuidos
restritamente na América tropical, e algumas na Africa. Foi descrito por Domingos
Vandelli e o nome é dedicado a Visme, comerciante portugués que se dedicava a
Botanica. A maioria das espécies deste género fornece resinas de coloracoes
diferentes e varias tém valor medicinal (Di STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

A espécie Vismia guianensis encontra-se comumente nas capoeiras, nao tendo
sido vista em abundancia nas matas. E encontrada nas regides do Norte e Nordeste
do Brasil. Trata-se de arbusto ou arvore pequena (Figura 3A), com folhas ovais,
oblongas, inflorescéncia em paniculas terminais e frutos globosos, carnosos e
indeiscentes (ALMEIDA, 1993). Seus diasporos sao dispersos por animais (zoocoria)
(PINHEIRO; RIBEIRO, 2001).

E utilizada pela aplicacio de seu latex (resina amarelo-avermelhada
denominada goma-lacre ou goma-guta) e da infusao das folhas, no combate das
afeccOes dermatoldgicas denominadas “impingens” causadas por fungos, além de
outras aplicacdes, como purgativo (ALBUQUERQUE, 1980). O decocto e infusao das
suas folhas (Figura 3B) e cascas sao utilizados para reumatismo, como tonico e
febrifugo (ALMEIDA, 1993).

Estudos tém revelado a atividade de Vismia guianensis no combate a células
cancerigenas. Pasqua e colaboradores (1995) mostraram que a vismiona, metabdlito
presente em V. guianensis e em outras espécies do género, mostrou atividade /in
vitro contra linhagem de tumores experimentais — carcinoma de ovario M5076 e
melanocarcinoma B16. Suffredini e colaboradores (2007) mostraram uma acentuada
atividade letal dos extratos organicos e aquosos de V. guianensis frente a linhagem

MCF-7 de adenocarcinoma de mama humana.

Em Vismia guianensis foi detectada a presenca de diversos compostos, como
a vismiona e a ferruginina; além de xantonas, antraquinonas, benzofenonas e

benzocumarinas. A vismiona apresenta potencial atividade antimalarica (Di STASI;
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HIRUMA-LIMA, 2002). Seo e colaboradores (2000), a partir de extratos das raizes de
V. guianensis isolaram cinco benzofenonas (vismiaguiononas A, B, C, D e E) e duas
benzocumarinas (vismiaguianinas A e B). Monache e colaboradores (1980)
identificaram na composicdo quimica dos frutos de V. guianensis dois antranoides

prenilados (y-hidroxi-ferruginina A e v,y-dihidroxi-ferruginina A).

Mais recentemente, compostos fendlicos presentes nos extratos dos frutos de
V. guianensis tém mostrado atividade antioxidante, como é o caso dos antranoides
prenilados ferruginina A e v-hidroxiferruginina e da antraquinona vismiona A
(ALVAREZ et al., 2008).

A B

Figura 3 — Vismia guianensis (Aubl.): A) copa da arvore; B) detalhe das folhas, onde se observa o
verso ferruginoso.

Fonte: Autor
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Objetivos

Devido ao uso popular e a escassez de pesquisas realizadas com extratos de
Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby e de Vismia guianensis (Aubl.), no tocante

a atividade antimicrobiana, o presente trabalho tem como objetivos:

% Avaliar através de bioensaios a atividade antimicrobiana /n vitro dos extratos das
cascas do caule e das folhas de ambas as espécies frente aos fungos
Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, Microsporum canis e Candida albicans;
e frente as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis, e bactérias Gram-negativas

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

> Identificar, através de bioautografia, a atividade antimicrobiana das fragdes
dos extratos das cascas do caule e das folhas de Senna reticulata e de Vismia

guianensis.

> Determinar a Concentracao Inibitdria Minima (CIM) dos extratos vegetais de

Senna reticulata e de Vismia guianensis.

« Avaliar a citotoxicidade dos extratos hidroetandlicos das cascas do caule e das

folhas de Senna reticulata e de Vismia guianensis.
% Avaliar a atividade imunoldgica /n vitro dos extratos hidroetandlicos das cascas do

caule e das folhas de Senna reticulata e de Vismia guianensis através da

producao e inibicdo de oxido nitrico por células peritoneais de camundongos.
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos

4.1.2 Solventes, reagentes e solucoes

Agitador de tubos PHOENIX®
Autoclave vertical PHOENIX®
Balanca analitica BEL MARK®

Balanga de infravermelho GEHAKA®
Camara de fluxo laminar VECO®
Camara de Neubauer BOECO®

Centrifuga FANEN®

Contador de Col6nias PHOENIX®
Espectrofotdmetro BECKMAN® modelo DU-530

Material e Métodos

Espectrofotometro UV/Visivel de microplacas Multiskan Ascent Labsystems

Evaporador rotativo MA 120 — MARCONI®
Estufa para esterilizacdo 400/ 5 SD NOVA ETICA®

Estufa para cultura bacterioldgica 1.2 digital ECB ODONTOBRAS®

Moinho de facas TECNAL®
Liofilizador CHRISTH APPHA®

2 B-mercaptoetanol SIGMA
Acetato de etila SynthLab®
Acetato de chumbo

Acetona SynthLab®

Acido acético SynthLab®
Acido bérico SynthLab®
Acido cloridrico SynthLab®
Acido oxdlico SynthLab®
Agar bismuto sulfito DIFCO®
Agar cetrimida DIFCO®
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e Agar eosina azul de metileno (EMB) DIFCO®
o Agar Mac Conkey DIFCO®

e Agar Mueller Hinton DIFCO®

e Agar Sabouraud ACUMEDIA®

e Agar tioglicolato DIFCO®

e Agar triplice actcar ferro (TSI) DIFCO®

e Agar verde brilhante DIFCO®

e Agar Vogel Johnson (VJ) DIFCO®

o Agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) DIFCO®
« Agua oxigenada 30%

e Brometo de tiazolil tetrazdlio (MTT) SIGMA-ALDRICH®
e Carbonato de calcio

e Caldo lactosado DIFCO®

e Caldo selenito-cistina DIFCO®

e Caldo soja caseina DIFCO®

e Caldo tetrationato DIFCO®

e Ciprofloxacino SIGMA-PHARMA®

e Cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazdlio (TTC) SIGMA-ALDRICH®
o Cloreto férrico

e Cloreto de aluminio

e Cloroférmio SynthLab®

e Cromatoplacas de aluminio de gel de silica ALUGRAM® SIL G
e Estreptomicina SIGMA

e Etanol SynthLab®

e Eter etilico SynthLab®

e Eter petrdleo SynthLab®

e Hexano SynthLab®

e Isopropanol SynthLab®

e Itraconazol (ITRASPOR) SIGMA-PHARMA®

e [-glutamina SIGMA

e Magnésio metalico

e Meio de cultura RPMI-1640 SIGMA
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e Metanol SynthLab®

e rbutanol SynthLab®

¢ Penicilina SIGMA

e Placas de 96 pocos

e Reativo de Bertrand

e Reativo de Bouchardat

e Reativo de Dragendorff

e Reativo de Mayer

e Resazurina SIGMA- ALDRICH ®
e Soro fetal bovino CUTILAB

e Tioglicolato de sédio DIFCO®

e Zinco metalico

4.1.3 Micro-organismos

Foram utilizadas cepas flngicas obtidas da colecdo da American Type Culture
Collection (ATCC) e cepas clinicas constantes da micoteca do Laboratdrio de
Micologia Médica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia (INPA). As
bactérias utilizadas também foram do tipo padrao ATCC (American Type Culture
Collection) constantes da bacterioteca do Laboratério de Controle de Qualidade de
Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Micro-organismos utilizados nos bioensaios

FUNGOS
Cepa
Espécie Padrao Clinica
ATCC INPA
Trichophyton rubrum 28.189 U. 897/07
Trichophyton mentagrophytes 9.533 Tp. 394/07
Microsporum canis 2.903 T. cap 279/07
Candida albicans 36.232 T. cruris 72/03
BACTERIAS
Espécie Cepa padrao ATCC
Bacillus subtilis 9372
Escherichia coli 10536
Enterococcus faecalis 7080
Pseudomonas aeruginosa 27853
Staphylococcus aureus 25923
12228

Staphylococcus epidermidis

4.2 OBTENGCAO DO MATERIAL VEGETAL

4.2.1 Area de coleta

O material vegetal, composto por folhas e cascas de Senna reticulata e de

Vismia guianensis, foi coletado na area urbana da cidade de Manaus-AM, nos bairros

Flores (Zona Centro Oeste), Novo Aleixo (Zona Leste), Cidade Nova (Zona Norte) e

Coroado (Zona Leste), conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 4 — Mapa da cidade de Manaus, representando os locais de coleta do material
vegetal.

Fonte: WWW.arsam.am.gov.br

4.2.2 Vismia guianensis (Aubl.)

A coleta das amostras de Vismia guianensis foi realizada no més de dezembro
de 2008 a partir de dois individuos encontrados em torno do Instituto de Ciéncias
Humanas e Letras (ICHL) e da Faculdade de Estudos Sociais (FES)/Campus da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), bairro Coroado, sendo coletadas cascas

do caule e folhas.

Os individuos, adultos, foram avaliados quanto ao porte em relacdo a altura e
ao DAP (Diametro a Altura do Peito). Representantes férteis foram utilizados na
confeccdo de exsicata, para identificacdo botanica e depdsito no Herbario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA. A exsicata foi registrada sob o
numero 213.331.
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As cascas e folhas (Figura 5A e 5B) foram submetidas a triagem visivel com a
finalidade de selecionar os representantes mais integros (auséncia de fungos,
degradacao por insetos, entre outros). Antes de serem lavadas para retirada das
sujidades, foi medida a massa no estado fresco. Em seguida foram deixadas para
secar, ao ar, em superficie limpa e ao abrigo da luz, nas dependéncias do
Laboratério de Micologia Médica/CPCS/INPA. Apds a secagem, fez-se uma nova

pesagem, para a determinagao da perda de agua e substancias volateis.

A B

Figura 5 — Secagem das cascas (A) e folhas (B) de Vismia guianensis (Aubl.).

Fonte: Autor

4.2.3 Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

A coleta de Senna reticulata foi realizada no més de janeiro de 2009, nos
bairros Flores (Zona Centro Oeste), Novo Aleixo (Zona Leste) e Cidade Nova (Zona
Norte), da cidade de Manaus/AM. Os individuos adultos foram submetidos aos
mesmos procedimentos de confeccao de exsicatas, triagem, secagem e moagem

realizado com a espécie Vismia guianensis, descritos no item 4.2.2.
A exsicata para a identificacdo botanica da espécie Senna reticulata esta

depositada no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, sob
0 numero 212.539.
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A Figura 6 esquematiza a metodologia empregada para obtencao do material
vegetal.

Coleta de

Campo
; —[ Altura

[ Triagem }— Folhas J Cascas

Peso Fresco

Figura 6 — Esquema de obtencdao do material vegetal a partir da coleta.

A moagem do material vegetal seco foi realizada no Laboratério de Quimica da
Coordenacao de Pesquisas em Produtos Naturais do INPA (CPPN/INPA). As extracoes
foram realizadas no laboratéorio de Controle Microbioldgico de Farmacos e

Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara.

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS E FRACOES

Os extratos hidroetandlicos 70% (EB) das cascas e folhas de Vismia

guianensis e de Senna reticulata foram obtidos por maceracao durante 7 dias ao
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abrigo da luz, com agitacao ocasional. A proporcao empregada entre a droga vegetal
pulverizada e o liquido extrator foi 10% (p/v). A solucdo extrativa obtida apds
filtragem em papel filtro foi concentrada em evaporador rotatério com temperatura
nao superior a 40 °C, obtendo-se assim os extratos brutos. Em seguida, os extratos
foram liofilizados, no Laboratdrio de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara. Os extratos foram utilizados nos ensaios de
bioautografia e para a determinacao da concentracdo inibitéria minima dos fungos e

bactérias.

4.3.1 Fracoes hexanicas, acetato-etilicas e n-butilicas

Os extratos macerados foram fracionados, utilizando os solventes hexano
(Hex), acetato de etila (AcEt) e nbutanol (7BuOH), os quais originaram,
respectivamente, as fragdes FHex, FACEt e FBut (Figura 11). A fragdo restante, apds
as extragdes com os solventes, foi denominada fracao final (FF). As fracOes foram

utilizadas nos ensaios de bioautografia.

Figura 7 — Esquema da partigao liquido-liquido para obtencdo das fracdes dos extratos
hidroetandlicos de Vismia guianensis e de Senna reticulata.
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4.4 CONTROLE DE QUALIDADE DE Vismia guianensis (Aubl) E DE Senna
reticulata (Willd.) Irwin & Barneby (FARMACOPI'EIA, 1988; COSTA,
1994; WHO, 1998)

4.4.1 Determinacao da perda por dessecacao em balanca de infravermelho
(COSTA, 1994)

Amostras de 4 g das cascas e folhas pulverizadas de V. guianensis e de S.
reticulata foram submetidas ao aquecimento (110 °C) através de raios
infravermelhos pelo periodo de aproximadamente 1 h. Apds 1 h foi feita a primeira
leitura e o procedimento foi repetido de hora em hora até que a massa nao variasse
mais do que 0,25 g. Os valores foram expressos em porcentagem (% p/p), pela

média de trés determinagoes.
4.4.2 Determinacio do pH (FARMACOPEIA, 1988)

Em erlenmeyer, 99,00 g de agua foram colocados em chapa-elétrica até
ebulicdo por 5 min, posteriormente procedeu-se o método extrativo de infusao por
15 min com 1 g da droga vegetal. O extrato foi filtrado com algoddao e apds
esfriamento verificou-se o pH em peagdmetro, previamente calibrados em pH 4 e pH
9. Para uma melhor reprodutibilidade deste teste o pH da agua também foi verificado
como parametro para posteriores analises. O resultado representa a média de 3

determinagoes.
4.4.3 Determinacdo do teor de cinzas totais (FARMACOPEIA, 1988)

A determinacao do teor de cinzas totais foi realizada segundo a Farmacopéia
Brasileira (1988) com amostras pulverizadas das cascas e folhas de Vismia
guianensis e de Senna reticulata. O cadinho de porcelana foi previamente calcinado
em mufla a 450 °C por 30 min. O mesmo foi resfriado em dessecador (15 min) e seu

peso (tara) determinado em balanca analitica. Posteriormente, adicionou-se
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exatamente 3 g de cada amostra que foram incineradas e submetidas a calcinacao
em mufla a temperatura de 450 °C por 2 h. Apds arrefecimento em dessecador,
foram pesados até peso constante. Os resultados foram expressos em porcentagem
de peso de cinzas na droga (%, p/p) e equivalem a média de trés determinacoes
para cada amostra.

4.4.4 Determinacao do teor de cinzas insollveis em acido (COSTA, 1994)

As cinzas previamente obtidas no ensaio de cinzas totais foram aquecidas a
ebulicdo por 5 min com 25 mL de solucdo de acido cloridrico 10% (p/v) e
posteriormente completou-se o volume de 100 mL com agua destilada. A solucdo
obtida foi filtrada em papel de filtro isento de cinzas, lavando com agua quente até o
filtrado se mostrar limpido. Transferiu-se o papel de filtro com as cinzas retidas para
um cadinho e incinerou em mufla a 800 °C até peso constante. Os resultados foram
expressos em porcentagem de peso de cinzas insoliveis em acido (%, p/p) e

equivalem a média de 3 determinagoes.

4.4.5 Determinacao da densidade aparente nao compactada
(FARMACOPEIA, 1988)

A densidade aparente nao compactada das cascas e das folhas pulverizadas
de V. guianensis e de S. reticulata foi determinada pela razdao entre a massa da
droga vegetal seca e pulverizada e o volume fixo de 250 mL verificado em proveta

graduada. Os resultados representam a média de 3 determinacoes.
4.4.6 Determinacdo de matéria extraivel (WHO, 1998)

Amostras de 4 g do po das cascas e das folhas de V. guianensis e de S.
reticulata, exatamente pesadas, foram colocadas para macerar, por 6 horas, em
erlenmeyer com 100 mL de alcool 70°GL, agitando frequentemente. ApoOs este
periodo o extrativo foi deixado em repouso por 18 horas e em seguida foi filtrado.

Uma aliquota de 25 mL do filtrado foi transferida para placa de Petri e posta para
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evaporar até secura em banho-maria. Em seguida o material foi seco a 105 °C por 6
horas. Apds este periodo o material foi resfriado em dessecador por 30 minutos e
pesado. Os resultados em foram expressos mg/g de matéria extraivel no material

seco e representam as médias de 3 determinagdes.

4.4.7 Controle microbioldgico dos pds das cascas e das folhas de Vismia

guianensis (Aubl) e de Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

4.4.7.1 Contagem total de micro-organismos

Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal moida para 90,0
mL de solucdo tampao fosfato pH 7,2 (Solucao A) para contagem de micro-
organismos totais. A Solucdo A foi agitada durante 10 min. Apds a homogeneizacao,
foram pipetados 0,1 mL e 1,0 mL da amostra 1:10 para placas de Petri e adicionados
20,0 mL de agar tioglicolato para a contagem de bactérias e agar Sabouraud para a
contagem de fungos. As placas foram incubadas em estufa a 35 °C £ 1 °C por 24 h
e a 25 °C % 1 °C por 7 dias para a pesquisa de bactérias e fungos, respectivamente.
Apds este periodo, foi realizada a contagem do nimero de col6nias com o auxilio de

contador de colonias, calculando o nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC/g).

4.4.7.2 Pesquisa de Salmonella sp e Escherichia coli

Para a pesquisa de Salmonella e E. coli 10,0 mL da Solucao A foram
transferidos, assepticamente, para 90,0 mL de caldo lactosado e incubados a 35 °C
+ 1 °C durante 24 a 48 h. Apds este periodo, 1,0 mL de caldo lactosado foi
transferido para 2 tubos contendo caldo tetrationato e caldo selenito cistina, os quais
foram incubados a 35 °C £ 1 °C por 24 h. Em seguida, uma algada do caldo
tetrationato e do caldo selenito cistina foi semeada em trés placas de Petri, uma
contendo agar verde brilhante, uma contendo agar xilose-lisina-desoxicolato e outra

contendo agar bismuto sulfito. As placas foram incubadas a 35 °C £ 1 °C por 24 h. O
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crescimento e as caracteristicas das col6nias foram observados. As colonias suspeitas
foram semeadas em tubo contendo agar triplice agucar-ferro (TSI) e incubado a

35 °C = 1 °C por 24 h. A confirmacdo da Sa/monella foi feita por método de Gram.

Na pesquisa de E. colj 1,0 mL do caldo lactosado foi transferido para placa
contendo agar Mac Conkey e incubado a 35 °C £ 1 °C por 24 h. Apds este periodo,
as colonias suspeitas foram semeadas em agar eosina-azul de metileno (EMB) e
incubadas a 35 °C + 1 °C por 24 h. A confirmagao de E. coli foi realizada pelo

método de Gram.

4.4.7.3 Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Assepticamente, 10,0 mL da Solucdo A foram transferidos para 90,0 mL de
caldo soja-caseina para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa e incubados a 35 °C
+ 1 °C por 24 a 48 h. Em seguida, uma algada foi semeada em placas de Petri
contento agar Vogel Johnson, para a pesquisa de S. aureus e agar cetrimida, para a
pesquisa de P. aeruginosa, as quais foram incubadas a 35 °C = 1 °C por 24 h. As
caracteristicas das col6nias foram observadas apds este periodo e a confirmacao foi

realizada pelo método de coloracao de Gram.

4.4.8 Controle microbiologico dos extratos hidroetandlicos das cascas e
folhas de Vismia guianensis (Aubl.) e de Senna reticulata (Willd.) Irwin

& Barneby

Foi realizada a analise microbioldgica dos extratos hidroetandlicos liofilizados
das cascas e das folhas das espécies vegetais estudadas, conforme descrito no item
4.4.7.
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4.5 TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR (COSTA, 1994 ; MATOS, 1997)
4.5.1 Pesquisa de antraquinonas
4.5.1.1 Antraquinonas livres

Agitou-se 1 g do material vegetal com 10 mL de éter etilico, filtrando
posteriormente. A solucdo etérea, foi adicionado 1 mL de aménia diluida, agitando

em seguida. A camada aquosa deve tornar-se rosea indicando resultado positivo.
4.5.1.2 Glicosideos antraquindnicos (reacdo de Borntrdger)

Adicionou-se 20 mL de agua destilada ao material vegetal anterior seco e
fervendo posteriormente por 5 min. Ao filtrado obtido desta extracao foram
adicionados 10 mL de acido cloridrico e 3 mL de agua oxigenada 30%. A solucdo foi
submetida a ebulicdo por 5 min e apds resfriamento e filtragem efetuou-se duas
extracoes com 5 mL de éter etilico. As duas fases etéreas obtidas foram reunidas
agitando-as com 3 mL de amonia diluida. O desenvolvimento de coloragdo rosea na

camada aquosa indica a presenca de glicosideos antraquindnicos.
4.5.2 Pesquisa de saponinas

A solucao extrativa para pesquisa de saponinas foi obtida pela adicao de 10
mL de agua destilada em 2 g do material vegetal e posterior aquecimento a ebulicao
por 3 min, filtrando através de algodao para um tubo de ensaio. Em seguida agitou-
se verticalmente e vigorosamente o tubo de ensaio contendo a solugao extrativa
durante 20 s. O resultado positivo € indicado pela presenca de espuma persistente

por 20 min e resistente a adicao de 1 mL de HCI 2N.
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4.5.3 Pesquisa de alcaloides

Foram colocados 5 g do material vegetal pulverizadas alcalinizando-as com
carbonato de sddio a 10% e posteriormente adicionou-se 25 mL de cloroformio. A
mistura obtida foi filtrada em funil de separacdo através de papel previamente
embebido com cloroformio e particionada com 7 mL de acido cloridrico 2%. A
camada 4acida foi separada e utilizada nas reacdes de caracterizagdo. Uma gota da
solucao foi aplicada em lamina de microscdpio ao lado de uma gota dos reagentes de
Dragendorff, Bouchardat, Mayer ou Bertrand unindo-as posteriormente. O resultado

positivo € observado pela precipitacdao da mistura sobre fundo escuro.

4.5.4 Pesquisa de taninos

Inicialmente preparou-se decoctos com 5 g do material vegetal em 100 mL de

agua destilada.
4.5.4.1 Reacdo da gelatina

Foram adicionados 2 gotas de acido cloridrico (HCI) em 2 mL da solugao
extrativa e posteriormente solucao de gelatina 2,5% gota a gota. A formagao de
precipitado indica a presenca de taninos.
4.5.4.2 Reacao com sais de ferro

Foram adicionados 10 mL de agua destilada em 2 mL da solucdo extrativa e 4
gotas de solucao de cloreto férrico (FeCls) a 1% em metanol. O desenvolvimento de

coloragao azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis, enquanto a coloracao verde

indica a presencga de taninos condensados.
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4.5.4.3 Reacao com acetato de chumbo

A 5 mL da solucdo extrativa foram adicionados 10 mL de solugdo de &cido
acético 10% e 5 mL de solucdo de acetato de chumbo 10%. A formacao de

precipitado esbranquicado indica reagdo positiva para taninos hidrolisaveis.
4.5.5 Pesquisa de flavonoides

A extragao foi realizada com 3,00 g do material vegetal e 20 mL de éter de
petréleo sob aquecimento em banho-maria filtrando logo em seguida. O residuo
obtido apos filtragem foi transferido para béquer e apds secagem adicionou-se 20
mL de metanol, aquecendo por 10 min em banho-maria. Filtrou-se ainda a quente e
o filtrado foi evaporado até secura e o residuo foi tratado com 10 mL de etanol,

obtendo assim o extrato final.
4.5.5.1 Reagao de Shinoda

Do extrato final transferiu-se uma aliquota de 1 mL para tubo de ensaio e
posteriormente adicionou-se um fragmento de magnésio metalico e acido cloridrico
concentrado gota a gota. O resultado positivo é observado pelo aparecimento de

coloragao rdsea ou vermelha apds o desprendimento de hidrogénio.
4.5.5.2 Reacao de Taubock

Evaporaram-se até secura em banho aquecimento, 3 mL do extrato, esfriando
e umedecendo o residuo com algumas gotas de acetona. Posteriormente, foram
adicionados alguns cristais de acido bodrico e &cido oxalico evaporando
posteriormente em banho-maria até secura evitando aquecimento prolongado. O
residuo obtido foi dissolvido em 5 mL de éter etilico e a mistura obtida observada sob
luz ultravioleta (254 nm). O aparecimento de fluorescéncia amarelo-esverdeada

indica a presenca de flavonoides.
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4.5.5.3 Reacao de Pew

Em banho-maria foram evaporados até secura 3 mL do extrato final em tubo
de ensaio e ao residuo foram adicionados 3 mL de metanol e uma pequena porcao
de zinco metdlico e algumas gotas de acido cloridrico concentrado. O resultado

positivo é confirmado pelo surgimento de coloragao vermelha.

4.5.5.4 Reacdo do cloreto férrico

Adicionaram-se algumas gotas de cloreto férrico a 2% a 1 mL do extrato final.
Dependendo do flavondide presente, a coloracado varia entre verde, amarelo ou ainda

violaceo.

4.5.5.5 Reacdo do cloreto de aluminio

Foram umedecidas diferentes areas de papel de filtro com o extrato colocando
sobre cada uma das manchas uma gota de cloreto de aluminio a 5% em etanol. O
aparecimento de fluorescéncia verde-amarelada sob luz ultravioleta indica resultado

positivo.

4.6 BIOENSAIOS

4.6.1 Bioautografia

4.6.1.1 Preparo da CCD

Foram utilizadas placas de silica-gel (ALUGRAM® SIL G) de 8 x 4 cm. As placas
foram colocadas em estufa a temperatura de 38 °C + 1 °C por 30 minutos para
ativacao e eliminacao da umidade. Os extratos brutos das cascas e folhas de S.
reticulata e de V. guianensis e as fracoes foram diluidos em metanol e, com o auxilio

de capilar, foram aplicados sobre as placas, que foram colocadas para eluir em cuba
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previamente preparada e saturada com os solventes da fase mével. Foram testados
varios sistemas de solventes: (I) cloroférmio-metanol (75:25, v/v), (II) cloroférmio-
metanol (9:1, v/v), (III) hexano-acetato de etila (85:15, v/v), (IV) hexano-acetato de
etila (7:3, v/v), (V) hexano-acetato de etila (6:4, v/v), (VI) hexano-acetona (6:4,
v/v), (VII) hexano-acetato de etila-isopropanol (4:4:2, v/v), (VIII) acetato de etila-
isopropanol-agua (100:17:13, v/v) e (IX) nbutanol-acido acético-agua (65:15:25,
v/v). Apds a eluicao, as placas foram secas ao ar ambiente, observadas sob luz
ultravioleta em comprimentos de onda de 254 e 360 nm e as bandas cromatograficas

foram marcadas com lapis.

4.6.1.2 Preparo do inoculo bacteriano

Para os ensaios foram utilizadas cepas padrao de Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, descritas na Tabela 1. A ativacdao da
bactéria foi realizada em agar Mueller-Hinton (Difco), a 35 °C £ 1 °C por 24 horas de
incubacdo. Posteriormente, entre 4 e 5 colonias foram suspendidas em solugdo salina
estéril (0,85%). A padronizagdao do indculo foi realizada por comparacdo com a
escala de MacFarland 0,5 e com auxilio de espectrofotdbmetro em comprimento de
onda de 520 nm (T = 75 e 80%), obtendo-se o correspondente a 1,5 x 108 UFC/mL.
O espectrofotometro foi zerado utilizando solugdo salina. Posteriormente, 100 pL do
indculo foram adicionados ao meio de cultivo (diluicdo 1/100), obtendo-se suspensao

de 1,5 x 10° UFC/mL utilizada nos ensaios.

4.6.1.3 Preparo do indculo fungico

Foram utilizadas cepas padrao e clinicas dos dermatofitos 7. rubrum, T.

mentagrophytes, M. canis e da levedura Candida albicans, descritos na Tabela 1.

De cada cultivo de 7. rubrum, T. mentagrophytes e M. canis em agar
Sabouraud, entre 10 e 15 dias de desenvolvimento, e C. albicans com 24 horas de

desenvolvimento, tomou-se uma algada (3 mm @), que foi colocada em tubo
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contendo pérolas de vidro, as quais foram submetidas a agitagdo em vortéx com a
finalidade de desagregar as unidades formadoras de colonias (UFC) e logo em
seguida suspensas em 4 mL de solucdo fisioldgica esterilizada (0,85%) e novamente
submetidas a agitacdo. Para padronizacao dos indculos, utilizou-se o
espectrofotometro, em comprimento de onda de 530 nm e transmitancia entre 65%
e 70% (FERNANDEZ-TORREZ et al,, 2001; PUIOL et al., 2002) para os dermatofitos,
C. albicans 75% a 77%, obtendo-se o correspondente a 10° UFC/mL de indculo
(Figura 8).

Figura 8 — Procedimento de padronizacao dos indculos fungicos.

4.6.1.4 Ensaios bioautograficos

As placas cromatograficas com os extratos brutos de S. reticulata e de V.
guianensis e as fracoes eluidas foram colocadas em placas de Petri e, as quais foram
adicionadas de uma fina camada de 5 mL de meio de cultivo (agar Mueller Hinton
para bactérias e agar Sabouraud para leveduras) inoculado com cada um dos micro-

organismos (Figura 9), com o auxilio de pipetador automatico e pipeta graduada
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estéril. Apos a solidificagdo, as placas foram acondicionadas em ambiente Umido,
sendo colocadas dentro de saco plastico contendo compressa de gaze embebida em
agua destilada estéril. As placas foram incubadas em estufa de crescimento
microbioldgico a 35 °C £ 1 °C por 24 h para bactérias e leveduras, e a 25 °C + 1 °C
por 72 h para os dermatofitos. Ciprofloxacino e itraconazol foram utilizados como
controle positivo para bactérias e fungos, respectivamente. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

Figura 9 — Ensaio bioautografico dos extratos de V. guianensis e de S. reticulata.

4.6.1.5 Revelacdo das placas

Para verificar a formacao dos halos de inibicao de crescimento microbiano foi
aplicada sobre as placas solucao aquosa (20 mg/mL) de cloreto de 2,3,5 trifenil
tetrazdlio (TTC) para a bactéria, e solucdo aquosa (2,5 mg/mL) de brometo de
tiazolil tetrazolio (MTT) para a levedura e fungos dermatofiticos, a fim de revelar o

crescimento microbiano, revelando as regides inibitdrias dos extratos.

4.6.2 Determinacao da CIM por microdiluicao

Para os ensaios de microdiluicdo foram utilizados extratos hidroalcodlicos
(3lcool 70 °GL) das folhas e das cascas de ambas as espécies, preparados por

maceracao (100 mg/mL). Foi utilizada microplaca de 96 pogos e resazurina, como

Adam Hevon de Oliveirar 68




Material e Métodos

indicador de desenvolvimento microbiano. Foram feitas sucessivas diluicdes (1:2) nos
proprios pocos, a fim de obter as concentracoes testes dos extratos que variaram de
100 mg/mL a 0,39 mg/mL e de 1 mg/mL a 0,0039 mg/mL.

Para os testes de atividade antifingica foi utilizado como controle positivo o
itraconazol. Foi preparada uma solucao estoque de 4 mg/mL, na qual 100 mg do
antifungico foram diluidas em 25 mL de agua destilada estéril. Desta solucao foi
retirada uma aliquota de 220 pL que foi diluida em 25 mL de agua destilada

obtendo-se a solucao teste na concentragao de 35,2 pg/mL antiflingico.

Para os ensaios de atividade antibacteriana foi utilizado como controle positivo

o ciprofloxacino, preparado nas mesmas condicoes do itraconazol.

4.6.2.1 Preparo dos indculos fungicos

As suspensOes fungicas foram preparadas conforme descrito no item 4.5.1.3.
A partir delas procedeu-se a diluicdao 1:50 em meio de cultivo liquido para os
dermatodfitos, e 1:2.000 para C. albicans, procedimentos recomendados por
CLSI/M38-A e MP-27A2.

4.6.2.2 Preparo do indculos bacterianos

As colOnias de bactérias foram cultivadas em caldo Mueller Hinton por um
periodo de 24 horas. Apds este periodo foi feita a padronizacdo do indculo em
espectrofotometro, em comprimento de onda de 530 nm e transmitancia entre 25%,
a fim de se obter 1 x 10° UFC.

4.6.2.3 Montagem do ensaio

Os testes de determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram
realizados em placas de 96 pocos, distribuidos em 8 fileiras horizontais (A-H) e 12
colunas verticais (1-12), aos quais foram adicionados os reagentes conforme a seguir

descritos:
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Meio de cultura: em todos os pocos, foram adicionados 100 pL de caldo
Sabouraud para os testes de atividade antifingica e 80 pL para os testes de
atividade antibacteriana.
e Extratos: foram adicionados 100 pL dos extratos nos pogos das colunas 2 e
3.

e Controle positivo: os pocos de 12E a 12H receberam 100 pL de itraconazol
e ciprofloxacino para os testes de atividade antiflingica e antibacteriana,
respectivamente.

e Diluicbes: a partir da coluna 3 até a coluna 11 foram realizadas as

sucessivas diluicdes do extrato teste.

e Indculo: da coluna 3 até a coluna 12 todos os pocos receberam 100 pL de

indculo flngica e 20 pL de indculo bacteriano.

A Figura 10 esquematiza como foram preparadas as microplacas. As placas
foram incubadas a 35 °C £ 1 °C por 24 h para a levedura e para as bactérias; e a
25 °C = 1 °C por 72 horas para os dermatdfitos. Os ensaios foram feitos em

triplicata.

Figura 10 - Representacdo do ensaio de microdiluicdo para
determinagdo da atividade antifingica dos extratos de
Vismia guianensis e de Senna reticulata.
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4.6.2.4 Leitura

Apds o periodo de incubacdo foi feita a leitura dos resultados. Primeiramente,
foi feita a leitura visual com lupa, onde foi possivel observar o crescimento
microbiano nos pogos, demonstrado pela turbidez do meio. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de solucdo aquosa (0,05%) de resazurina como substancia éxido-
redutora indicadora de crescimento microbiano, para revelar o crescimento flngico.
Para as bactérias foram adicionados 50 L de solugdo aquosa (0,01%) de resazurina.

A Figura 11 demonstra o mecanismo do corante.

Figura 11 - Mecanismo do reagente resazurina para a determinacao da CIM por

microdiluicdo.
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4.7 ATIVIDADE IMUNOLOGICA

4.7.1 Animais

Em cada experimento foram utilizados 5 camundongos Swiss machos de 6
semanas, pesando entre 18 e 15 g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, situado na cidade de Araraquara. Os animais foram
mantidos em gaiolas de policarbonato, com agua e racao ad /ibitum em local
climatizado (23°C + 2°C, 56 + 2% de umidade relativa do ar), com controle de claro

e escuro a cada periodo de 12 horas. Parecer do Comité de Etica n° 06/2005.

4.7.2 Obtencao das células do exsudato peritoneal

Os animais foram previamente estimulados pela inoculagao intraperitoneal de
3,0 mL de tioglicolato de sddio a 3,0%, trés dias antes da coleta de células. Apds
esse periodo, os animais foram eutanasiados por inalagdo em camara de CO,. Estes
animais tiveram a pele da regidao abdominal retirada assepticamente em camara de
fluxo laminar e o peritdneo exposto. Na porcao mediana superior do abdomen foram
injetados 5,0 mL de solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril em pH 7,2
e a 4°C, com auxilio de seringa e agulhas também estéreis. Uma leve massagem
manual foi realizada e as células do exsudato peritoneal foram coletadas com a
mesma seringa e dispensadas em tubo conico estéril para preparo da suspensao
celular. As células do exsudato peritoneal foram lavadas trés vezes com 5 ml de PBS
(pH 7,2) e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos em centrifuga a temperatura
ambiente. As células sedimentadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio de
cultura RPMI-1640 contendo 2B-mercaptoetanol a 2x10 M, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 U/mL, L-glutamina 2 Mm e 5% de soro fetal bovino, sendo o
meio assim composto designado de RPMI-1640 completo (RPMI-1640-C). O nimero
de células foi determinado pela contagem em cdmara hemocitométrica de Neubauer

com a utilizacdao de 10 pL da suspensao celular diluida em 90 pL do Liquido de
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Lazarus. As células foram ajustadas a concentracao ideal para cada ensaio em meio
RPMI-1640-C.

4.7.3 Avaliacao da viabilidade celular de células do exsudato peritoneal

Foi empregada para a determinacdo da viabilidade celular a técnica
colorimétrica utilizando uma solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazdlio (MTT), que se baseia na verificagdo da atividade e integridade
mitocondrial, interpretada como uma medida de viabilidade celular (MOSMANN,
1983).

Esta metodologia baseia-se na reducao do sal de MTT por enzimas
microssomais e também pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial das
células viaveis. Os produtos dessa reducdo sao cristais de formazana, insollveis e de
cor purpura, acumulando-se nas células devido a sua incapacidade de atravessar a
membrana celular. O alcool isopropilico, por sua vez, é utilizado para a solubilizacdao
da formazana, produzindo uma solucdo homogénea que possibilita a medicao da

densidade dptica em espectrofotdbmetro UV/Visivel.

Foram utilizadas suspensdes de PEC, ajustadas a concentracdo de 5x10°
células/mL. 100 uL dessas suspensdes foram adicionados em placas de 96 cavidades.
As placas foram incubadas por 1 hora a 37 °C e 5% de CO,. Apds este periodo, 0
sobrenadante foi descartado. Aliquotas de 100 uL de RPMI-C e 100 uL dos extratos
em diferentes concentragoes: 50, 100, 200 e 400 pg/mL, LPS a 10 ug/mL ou
somente o meio de cultura RPMI-1640 foram pipetados. As placas foram incubadas
por 24 horas em estufa a 37°C com tensao constante de 5% de CO,. Apds esse
periodo, foram adicionados sobre a cultura celular, 100 uL de uma solucao de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazdlico (MTT) a 1,0 mg/mL em
RPMI-1640. A placa foi entao incubada por mais 3 horas nas mesmas condicoes
anteriores. Apds este periodo, o contetudo da placa foi vertido e 100 pL de alcool

isopropilico foram adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais de formazana
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formados. Somente células e meio de cultura RPMI-1640-C foram utilizados como
controle, equivalendo a 100% de viabilidade dos macrofagos. A leitura foi feita em
espectrofotometro UV/Visivel de microplacas a 540 nm com filtro de referéncia a 620
nm (MOSMANN, 1983).

4.7.4 Determinacao da producao de oxido nitrico

O oxido nitrico foi quantificado pelo acimulo de nitrito em meio de cultura e
medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess com NaNO, como
padrao (GREEN et al., 1982).

A suspensdo celular obtida foi ajustada a 5 x 10° células/mL em meio de
RPMI-1640. Foram distribuidos 100 pL dessa suspensdo celular em placa de 96
cavidades estéreis. Apds este periodo, o sobrenadante foi descartado. Em algumas
cavidades da placa, foram adicionados 100 pL dos extratos na concentragdao de 50
Mg/mL, em outras, 100 uL da solugao de LPS a 10 pg/mL como agente estimulante
(controle positivo), e em outras cavidades ainda, foram adicionadas 100 uL de meio
RPMI-1640 a suspensao celular, como controle de células (controle negativo). A
placa assim constituida foi incubada por 24 horas em estufa a 37°C com tensdo
constante de CO, (5%). Apds a incubagao, foram retiradas aliquotas de 50 L de
cada amostra, sendo passadas para outra placa e adicionados mais 50 uL/cavidade
de reagente de Griess, constituido de 0,1% de N-1-naftil-etilenodiamina, 0,1% de
sulfanilamida em solucdo acido fosférico a 3%. Apos 10 minutos a temperatura
ambiente no escuro, as placas foram lidas em espectrofotometro UV/Visivel de
microplacas com filtro de 540 nm. As concentracOes de nitrito de sodio foram
calculadas a partir de uma curva padrao previamente estabelecida com
concentracdes molares conhecidas de nitrito de sddio em meio RPMI-1640. Os testes

foram realizados em triplicata e os valores expressos em pmols de NO/5x10° células.
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4.7.5 Determinacao da atividade inibitdria dos extratos hidroetandlicos das
cascas e das folhas de Vismia guianensis e de Senna reticulata em culturas

de células peritoneais de camundongos quanto a producdao de NO

Células do exsudato peritoneal (PEC), na concentracdo de 5 x 10° células/mL,
foram utilizadas. As células foram incubadas em presenga concomitante de 100 pL
de solucdo de LPS (10 pg/mL) e 10 OpL dos extratos na na concentracao de 50
Mg/mL. A incubacao foi feita por 24 horas em estufa a 37°C com tensao constante de
7,5% de CO,. A producado de NO foi medida espectrofotometricamente pelo acimulo
de nitrito no meio de cultura com a utilizagao do reagente de Griess de acordo com o
item 4.7.4.

4.7.6 Analise estatistica dos resultados

A analise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se analise de variancia com determinagao do
nivel de significancia para p<0,05, através de comparacdes mlltiplas pelo teste de
Tukey. Todos os experimentos foram realizados usando cinco animais e cada

determinacao foi executada em triplicata.
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5.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A Tabela 2 demonstra os resultados da coleta do material vegetal.

Tabela 2 — Massa das amostras de cascas e folhas de Vismia guianensis e de Senna reticulata

Cascas Folhas
Massa Massa Massa Massa
fresca seca fresca seca
(9) (9) (9) (9)
Vismia guianensis 1915,2 302,8 1611,6 229,3
Senna reticulata 1848,8 272,4 1658,8 244,0

Na anadlise, os individuos da espécie Vismia guianensis mediram entre 3 e 5
metros de altura, com DAP do caule com cerca de 22 cm. Apds a triagem foram
obtidos 1611,6 g de folhas e 1915,2 g de cascas “in natura”. Depois de secas, as
amostras de folhas e cascas foram pesadas, sendo seus pesos secos de 229,3 g e
302,8 g, respectivamente. Apds as amostras foram pulverizadas, em moinho elétrico
de facas. Finalmente, nova pesagem foi realizada nos pds de folhas e cascas

obtendo-se, respectivamente, 221,9 g e 181,0 g.

Os individuos de S. reticulata mediram cerca de 3 m de altura e DAP do caule
na faixa de 14 a 17 cm apresentando muitas folhas, de onde se obteve 1658,8 g de
folhas e 1848,8 g de cascas “in natura”. Apds a secagem, verificou-se que as
quantidades de folhas e de cascas secas obtidas foram de 244,0 g e 272,4 g,
respectivamente. Apds pulverizacao obteve-se 240,2 g de pd de folhas e 245,9 g de

poOs de cascas de S. reticulata.

A secagem pode aumentar o numero de modificagbes fisicas e quimicas
negativas, alterando a qualidade da matéria-prima para a sua comercializagao como,
por exemplo, mudancas em aparéncia (coloracdo), cheiro e possiveis perdas de

constituintes volateis. Esses fatores requerem trabalhos de pesquisa, cujo objetivo é
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estudar os possiveis efeitos da secagem e do armazenamento de plantas medicinais,
sob condicOes pré-estabelecidas (BARITAUX et al., 1992).

A secagem é importante, pois diminui a velocidade de deterioracao do
material, por meio da reducao no teor de agua, atuando regressivamente na agao
das enzimas possibilitando a conservacao das plantas por maior tempo. Com a
reducao da quantidade de agua, aumenta-se, também, a quantidade de principios
ativos em relagao a massa seca (SILVA & CASALI, 2000).

5.2 CONTROLE DE QUALIDADE DE Vismia guianensis (Aubl) E DE Senna
reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

5.2.1 Determinacao da perda por dessecacao em balanca de infravermelho

A determinacao da perda por dessecacao das folhas e cascas de V. guianensis
e de S. reticulata foi realizada em balanga de infravermelho a temperatura de 110 °C
por cerca de 3 horas apresentado uma perda de 11,0% para as cascas e 8,7% para
as folhas de V. guianensis quando ocorreu estabilizagao do processo. Para as cascas
e folhas de S. reticulata a perda foi de 9,1% para as cascas e 9,1% para as folhas.
Este resultado representa a média de trés resultados e encontra-se dentro dos
limites estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (1988), na qual a especificacao de
umidade para drogas vegetais encontra-se entre 8 e 14%, evitando assim que o
material sofra algum tipo de degradacao tanto enzimatico quanto pela contaminacao

excessiva por micro-organismos.
5.2.2 Determinacao do pH
Outro parametro importante para a caracterizacdo de um material vegetal é o

pH; os valores obtidos pela média de 3 determinacOes foi de 6,26 para as cascas e

de 4,14 para as folhas de V. guianensis, mostrando-se praticamente neutro para as
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cascas. Para S. reticulata o pH foi de 5,26 para as cascas e de 5,83 para as folhas. O

pH da agua destilada empregada no preparo do extrato analisado foi de 5,32.
5.2.3 Determinacao do teor de cinzas totais e insoliiveis em acido

Os teores de cinzas totais e insollveis em acido foram determinados para as
cascas e folhas de V. guianensis e de S. reticulata. Os resultados obtidos,
representando a média de todas as determinagdes, para cinzas totais e insollveis em
acido foram, respectivamente, 6,010% e 0,044% para as cascas de V. guianensis e
para folhas foram de 2,875% e 0,089%. Para S. reticulata os teores de cinzas totais
e insoliveis em acido foram de 8,596% e 0,078% para as cascas e; 7,960% e
0,133% para as folhas. Os valores de cinzas totais e os valores de cinzas insollveis
em acido quando comparados revelam que a quantidade de impurezas (cinzas nao-

fisioldgicas), como areia e terra aderente a superficie da droga € praticamente nulo.

Segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA (1988), a determinacdo de cinzas
totais destina-se a estabelecer a quantidade de substancia residual mineral no
processo de incineragao especificado. As cinzas totais incluem as derivadas de tecido
vegetal (cinzas fisioldgicas) e de materiais estranhos, especialmente areia e terra
aderente a superficie da droga vegetal (ndo fisioldgica). O método de cinzas

insolUveis destina-se a determinagao de silica e constituintes silicosos da droga.

Pela comparacao dos resultados de teores de cinzas totais e insolUveis em
acido, das amostras de cascas e folhas de V. guianensis e de S. reticulata, podemos
considerar que maioria das cinzas presentes sao do tipo fisioldgicas e, os materiais

estranhos, como areia e terra aderente, sdo praticamente ausentes.
5.2.4 Determinacao de matéria extraivel

O teor de matéria extraivel € um parametro farmacognodstico que indica o
rendimento da extracdo em massa através da relacao droga vegetal x residuo seco
(m/m) (SANCHES, 2004). Os teores de extrativos calculados foram de 72,5 mg/g
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tanto para as cascas quanto para as folhas de V. guianensis. Para as cascas de S.

reticulata o teor calculado foi de 57,5 mg/g e para as folhas foi de 50 mg/g.

A Tabela 3 resume os resultados do controle de qualidade farmacogndstico

para as espécies estudadas.

Tabela 3 - Controle de qualidade farmacognéstico das amostras de cascas e folhas de Vismia
guianensis e de Senna reticulata

PARAMETROS VGC VGF SRC SRF
Perda por dessecacao (%) 11,0 8,7 9,1 9,1
pH 6,52 4,14 5,26 5,83
Teor de cinzas totais (%) 6,010 2,875 8,596 7,960
Teor de cinzas insolaveis (%) 0,044 0,089 0,078 0,133
Densidade 0,48 0,29 0,44 0,31
Teor de extrativos (mg/g) 72,5 72,5 57,5 50,0

VGC: cascas de V. guianensis; VGF: folhas de V. guianensis; SRC: cascas de S. reticulata; SRF:
folhas de S. reticulata.

5.2.5 Controle microbiologico dos pos e dos extratos das cascas e folhas de

Vismia guianensis (Aubl) e de Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

A contaminacao pode ser intensificada com o tempo e nao somente
comprometer o material em si, mas também o usuario (FARIAS, 2003). Considerando
os diversos aspectos impostos para a garantia da qualidade do material botanico,
gue englobam ndo somente os aspectos fisico-quimicos, mas também o
microbioldgico, e considerando-se ainda, o fato dos materiais vegetais conterem um
grande nuimero de fungos e bactérias, pertencentes a sua microflora natural ou
mesmo introduzidas durante a manipulacao, foi realizado o controle microbioldgico

dos pos das cascas e folhas de S. reticulata e de V. guianensis.

Os resultados do controle microbioldgico e os limites permitidos sao

apresentados na Tabela 4, e permitem observar que os niveis de aerdbios totais e
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fungos detectados sao baixos para as amostras de cascas e folhas de V. guianensis
e, estao dentro dos limites preconizados na literatura (WHO, 1998). As cascas
pulverizadas de V. guianensis nao apresentaram crescimento de aerdbios viaveis
(Figura 12) e mostraram 187 UFC/g de fungos. As folhas pulverizadas de V.
guianensis apresentaram 77 UFC/g de aerdbios viaveis e 5 UFC/g para fungos. O
material analisado foi coletado e selecionado manualmente, o que pode aumentar os
riscos de contaminacdo, no entanto ndao houve crescimento dos micro-organismos
nao aceitaveis (Salmonella sp., Escherichia coli Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa), o que indica que o material apresenta qualidade e nao

esta contaminado por micro-organismos patogénicos.

Na contagem total das formas viaveis, as cascas pulverizadas de S. reticulata
apresentaram 115 UFC/g e 290 UFC/g para fungos e bactérias, respectivamente,
enquanto que as folhas pulverizadas apresentaram um nldmero incontavel de
colbnias viaveis, tanto de fungos como bactérias, estando acima dos valores
preconizados pela WHO (1998).

As amostras de cascas e de folhas pulverizadas de S. reticulata mostraram a
presenca de Sa/monella sp. Isso € uma preocupacao, uma Vez que nao assegura a
utilizagdo das amostras. Por outro lado, o processo extrativo com etanol 70%
eliminou a contaminacao por aerdbios totais e fungos. Isso significa que nos extratos
nao foram encontrados micro-organismos e, portanto a carga microbiana detectada

nos testes de controle microbioldgico com a droga vegetal foi eliminada.
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Tabela 4 — Analise microbioldgica dos pds das cascas e de folhas de Vismia guianensis (Aubl.) e de
Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

Micro- Senna reticulata V. guianensis
. Limites*
organismos Cascas Folhas Cascas Folhas

Aerdbios vidveis 290 UFC/g Incontdvel < 10 UFC/g 77 UFC/g < 10’ UFC/g
Fungos 115 UFC/g Incontdvel 187 UFC/g 5UFC/g < 10% UFC/g
E. coli Ausente Ausente Ausente Ausente < 10% UFC/g
Salmonella sp. Presente Presente Ausente Ausente Auséncia
S. aureus Ausente Ausente Ausente Ausente Auséncia
P. aeruginosa Ausente Ausente Ausente Ausente Auséncia

* Fonte: WHO, 1998

Os extratos liofilizados das cascas e folhas de Vismia guianensis e de Senna
reticulata, portanto, apresentaram-se ausentes de contaminantes microbioldgicos,
tanto na contagem total como nos testes especificos para micro-organismos

patogénicos.

De acordo com a RDC n°® 48 de 16 de margo de 2004, os medicamentos
fitoterapicos devem ser registrados conforme as normas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo a pesquisa de contaminantes microbioldgicos
também contemplada nas recomendagdes da Organizacao Mundial da Saide (OMS)
(BRASIL, 2004). Diante disto, os extratos sao apropriados para uso, uma vez que se
mostraram livres de contaminacao microbioldgica.

O controle microbioldégico tem como funcdo determinar o numero total de
micro-organismos presentes em preparacoes nao estéreis, cosméticos e drogas
vegetais, além de visar a identificacdo dos patdgenos, tais como Sa/monella sp.,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, que nao devem
estar presentes (FARMACOPEIA Brasileira, 1988; WHO, 1998; SIMOES et al., 2003).

Esta analise visa assegurar o consumo de produtos de boa qualidade; ou seja,

isentos de micro-organismos patogénicos ou potencialmente prejudiciais, permitindo
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um numero limite de micro-organismos aceitaveis, assegurando qualidade
microbioldgica da droga vegetal (MIGLIATO, 2005).

A espécie Senna reticulata é caracteristica de beiradas de cursos d'agua,
portanto esta sujeita a maior exposicdo a contaminacao. Diante disto e dos
resultados obtidos na avaliacdo microbioldgica, sugere-se que a coleta seja
otimizada, ou que a carga microbiana seja diminuida com agles de

descontaminagao.

Os resultados da analise microbioldgica com as amostras dos pds de cascas e
folhas de V. guianensis permitem concluir que a droga vegetal esta de acordo com
as especificagdes encontradas na literatura, e, portanto, pode ser utilizada para a

preparagao de extratos.

Figura 12 — Analise microbioldgica do p6 das cascas de Vismia guianensis (Aubl): A) diluicdo
1:10; B) diluicao 1:100

Fonte: Autor
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5.3 EXTRATOS VEGETAIS E FRAGOES

Na extracao por maceracao foram utilizadas 100 g de cada amostra
pulverizada das cascas e folhas de Vismia guianensis e de Senna reticulata, usando
como solvente 1000 mL de alcool etilico a 70%. Ao final de sete dias de maceracao
os extratos foram concentrados em evaporador rotativo e liofilizados. Suas massas,

apos a liofilizacao, estao representadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Massas e rendimentos dos extratos macerados hidroetandlicos (70%) de Vismia
guianensis (Aubl.) e de Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

. . Massa do .
Especies . . et Rendimento
A - Farmacogenos extrato liofilizado
boténicas (%)
(9)
— . . Folhas 19,45 19,45
Vismia guianensis

Cascas 18,61 18,61

Senna reticulata Folhas 15,40 1540

Cascas 14,90 14,90

Para o fracionamento dos extratos foi realizada nova maceracao com 50g de
cada amostra pulverizada do material vegetal, nas mesmas condicdes de preparagao
dos extratos brutos liofilizados. A Tabela 6 representa as massas e 0s rendimentos

das fracOes dos extratos hidroetandlicos de Vismia guianensis e de Senna reticulata.

Tabela 6 — Massas e rendimentos das fracdoes dos extratos macerados hidroetandlicos (70%) de
Vismia guianensis (Aubl.) e de Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

VGC VGF SRC SRF

Fracoes Massa

R (%) Massa R (%) Massa R (%) Massa R (%)
(9) (9) (9) (9)

FHex 0,56 1,12 0,08 0,16 0,50 1,00 0,07 0,14
FAcoEt 1,16 2,32 0,58 1,16 0,20 0,40 0,49 0,98
FBut 0,83 1,66 0,70 1,40 0,28 0,56 0,55 1,10
FF 0,17 0,34 0,46 0,92 0,41 0,82 0,45 0,90

VGC: cascas de V. guianensis; VGF: folhas de V. guianensis; SRC: cascas de S. reticulata; SRF:
folhas de S. reticulata.; R: rendimento
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Inicialmente foi realizada uma triagem fitoquimica preliminar com a finalidade

de se conhecer quais as principais classes de principios ativos presentes nas espécies

Vismia guianensis e Senna reticulata. A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos na

triagem fitoquimica preliminar.

Tabela 7 - Principais classes de metabdlitos secundarios identificadas nas amostras de cascas e de
folhas de Vismia guianensis (Aubl.) e de Senna reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

~ RESULTADOS
CLASSES REACOES
VGC VGF SRC SRF
- livres + + + +
Antraquinonas

glicosiladas - - + +
Shinoda + + + +
Taubock + + + +

Flavonoides
Pew + + + +
cloreto de aluminio + + + +
gelatina + + + +
Taninos sais de ferro + + + +
acetato de chumbo - - + +

. formacgdo e permanéncia
Saponinas + + + -
de espuma

Bertrand - - - -
Bouchard - - - -
Alcaloides Dragendorff - - - -
Mayer - - - -
CCD* - - - -

VGC: cascas de V. guianensis; VGF: folhas de V. guianensis; SRC: cascas de S. reticulata; SRF:

folhas de S. reticulata.

* Fase movel: acetona:agua:amonia (90:7:3), revelado com reativo de Dragendorff modificado
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As antraquinonas sao compostos quinbnicos, também chamados de
hidroxiantracénicos por serem derivados do antraceno. Bastante frequentes na
natureza, encontram-se dissolvidos no suco celular em diversos 6rgaos das plantas.
Sao compostos amarelo-alaranjados e de sabor amargo (CUNHA, 2009; BIAVATTI,
2005). Estao presentes em diversas familias de vegetais superiores, principalmente
nas familias Rubiaceae, Caesalpiniaceae, Polygonaceae, Liliaceae, Rhamnaceae,
Verbenaceae e Asphodelaceae (FALKENBERG, 2003).

Para a pesquisa de antraquinonas livres foi feita uma extracao com éter
etilico, foi adicionado a solugdo etérea 1 mL de amoénia diluida e foi observado a
coloracao résea na camada aquosa em todas as amostras (Figura 13), indicando a

presenca de antraquinonas livres.

Figura 13 — Pesquisa de antraquinonas livres dos pos das
cascas e folhas de Vismia guianensis e de Senna
reticulata: A) cascas de V. guianensis; B) folhas
de V. guianensis, C) cascas de S. reticulata; D)
folhas de S. reticulata.

Fonte: Autor
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Os glicosideos antraquin6nicos sao antraquinonas que encontram-se ligadas a
um acucar (C-glicosideo e O-glicosideo). Constituem as formas de transporte de
maior poténcia farmacoldgica, porém, pela reduzida lipossolubilidade, tém menores
indices de absorcao que as correspondentes antraquinonas livres (FALKENBERG,
2003).

Através da Reacao de Borntrager foi realizada a identificacao de glicosideos
antraquinonicos nas amostras de cascas e folhas de V. guianensis e de S. reticulata.
Foi possivel observar a formacao de cor rdsea, caracteristico da presenca de
glicosideos antraquinbnicos, nas amostras de cascas e folhas de S. reticulata (Figura
14). Nao foi identificada a presenca de glicosideos antraquin6nicos nas amostras de

cascas e folhas de V. guianensis.

Figura 14 - Pesquisa de glicosideos antraquinonicos dos pds das cascas e
das folhas de Vismia guianensis e de Senna reticulata: A)
cascas de V. guianensis;, B) folhas de V. guianensis, C)
cascas de S. reticulata; D) folhas de S. reticulata.

Fonte: Autor
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Os flavonoides sao substancias polifendlicas amplamente encontradas na
natureza, em frutas, folhas, flores, raizes, madeiras, cascas, polen, néctar, sementes
e graos (HARBORNE, 1996). De acordo com as caracteristicas quimicas e
biossintéticas, os flavondides sao classificados em: flavonas, flavondis,
diidroflavondides (flavanonas e flavanondis), antocianidinas, isoflavondides, auronas,
neoflavondides, biflavondides, catequinas e seus precursores metabolicos conhecidos
como chalconas e podem ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados
metilados (HAVSTEEN, 1983).

Nos ultimos anos, os flavonoides tém tido um crescente interesse por parte da
indUstria quimica, farmacéutica e alimenticia. Sdo capazes de modular a atividade
das enzimas e afetar o comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo que
esses compostos possuem atividades hepatoprotetora, antialérgica, anti-inflamatdria,
antiosteopordtica, antitumoral,  analgésica, antianginosa, antiaterogénica,
antidiabética, antidiarréica e protetora vascular. Uma vez absorvidos, influenciam
muitas funcdes bioldgicas incluindo sintese de proteinas, proliferacao, diferenciagao
celular e angiogénese, trazendo beneficios em muitas patologias (HALLIWELL et al.,
1995; MILLER, 1996; DI CARLO et al., 1999).

Através das reacoes de Shinoda, de Taubock, de Pew, do cloreto férrico e do
cloreto de aluminio foi feita a identificacao de flavonoides nas amostras de cascas e
de folhas de V. guianensis e de S. reticulata. Todas as amostras apresentaram a
presenca de flavondides em todas as reacOes realizadas. Em trabalho recente de
Suffredini e colaboradores (2006) através de triagem fitoquimica por CCD nao foi
encontrada a presenca de flavonoides nos extratos organicos das partes aéreas de V.,
guianensis. Por outro lado, segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007), a sintese de
metabdlitos secundarios é frequentemente afetada por condicdes ambientais, ja que
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante,
portanto na analise fitoquimica de plantas deve-se considerar fatores como a
sazonalidade, temperatura, indice pluviométrico, idade da espécie e o fornecimento

de agua e nutrientes.
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Taninos sao compostos polifendlicos distribuidos em plantas, alimentos e
bebidas. Encontram-se em plantas superiores, ocorrendo em, aproximadamente,
30% das familias. Eles s3ao sollveis em agua e em solventes organicos polares,
sendo capazes de precipitar proteinas (PANSERA et al., 2003). Sdo responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e plantas em geral, através da complexao entre
taninos e proteinas, que é a base de algumas de suas propriedades bioldgicas, tais
como controle de insetos, fungos e bactérias. Sao classificados segundo sua
estrutura quimica e, dois grupos: taninos hidrolizaveis e taninos condensados (AERTS
et al., 1999; SANTOS;MELLO, 2003).

Plantas ricas em taninos sao empregadas no tratamento de diversas
moléstias, tais como diarreia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, azia, nausea, Ulcera gastrica, problemas renais e dos sistema urinario e
processos inflamatdrios em geral (SANTOS;MELLO, 2003).

Através da reagdo da gelatina, da reacao com sais de ferro e da reagdo com
acetato de chumbo foi realizada a pesquisa de taninos nas amostras vegetais de
Vismia guianensis e de Senna reticulata. Todas as amostras apresentaram formagao
de precipitado na reacao da gelatina, caracteristico da presenca de taninos (Figura
15). Na reacao com sais de ferro houve a formacao de coloragao azul nas amostras
de cascas e folhas de Senna reticulata, caracterizando a presenca de taninos
hidrolisaveis; nas amostras de cascas e folhas de V. guianensis houve a formagao de
coloragdo verde, caracteristico da presenca de taninos condensados. Isto foi
confirmado na reacao com acetato de chumbo, onde houve formacao de precipitado
esbranquicado, caracteristico da presenca de taninos hidrolizaveis, no tubo contendo

a amostra de cascas e no tubo contendo amostra de folhas de 8. reticulata.

Adam Hevon de Oliveirar 90




Resultados e Discussdo-

Figura 15 — Reacdo da gelatina para pesquisa de taninos com
0s pos das cascas e das folhas de Vismia
guianensis e de Senna reticulata: A) cascas de V.
guianensis, B) folhas de V. guianensis, C) cascas
de S. reticulata; D) folhas de S. reticulata.

Fonte: Autor

As saponinas sao compostos terpénicos que apresentam uma parte lipofilica e
outra hidrofilica que determina a propriedade de reducdo da tensdo superficial da
agua e suas acoes detergente e emulsificante. Originam solugdes espumantes. Sao
substancias de elevada massa molecular e ocorrem em misturas complexas com um
numero elavado de acucares ou ainda a presenca de diversas agliconas. Sao de dificil
isolamento e elucidacao estrutural, no entanto, essas substancias tém despertado o
interesse farmacéutico, como adjuvante em formulacdes, componentes ativos em
drogas vegetais, ou como matéria-prima para a sintese de esterdides. Além disso,
sao empregadas farmaceuticamente como adjuvante para aumentar a resposta
imunoldgica (SCHENKEL et al., 2003; BIAVATTI, 2005).
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Cerca de 2 g das cascas e das folhas de V. guianensis e de S. reticulata foram
aquecidas até ebulicdo com agua destilada por 3 min, em seguida foi realizada a
filtragdo e agitacdo do tubo. Apds um periodo de repouso de 20 min foi observada a
formagcao de espuma abundante e persistente nos tubos contendo o filtrado das
cascas de V. guianensis e de S. reticulata, indicativo da presenca de saponinas
(Figura 16). No tubo contendo o filtrado das folhas de V. guianensis apresentou
espuma persistente, porém ndo abundante, apesar disso foi considerada a presenca
de saponinas. As folhas de S. reticulata nao apresentaram a formagao de espuma, o

que é indicativo da auséncia de saponinas.

Figura 16 — Formacdo de espuma para pesquisa de saponinas
com os pos das cascas e das folhas de Vismia

guianensis e de Senna reticulata: R) cascas de V.
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guianensis; B) folhas de V. guianensis; C) cascas
de S. reticulata; D) folhas de S. reticulata.

Fonte: Autor

Segundo Pelletier (1988), os alcaloides sdo substancias organicas, de origem
natural, farmacologicamente ativos, contendo um nitrogénio em um estado de

oxidagdo negativo e sdo encontrados predominantemente nas angiospermas.

Possuem varios graus de alcalinidade, dependendo da disponibilidade do par
eletronico do nitrogénio, ou seja, se ele é primario, secundario, terciario ou
quaternario. Devido a esta caracteristica, formam sais na presenca de acidos, sendo
praticamente insolUveis em agua na sua forma basica ou livre, solubilizando-se em
solventes pouco polares (BIAVATTI, 2005).

Sao frequentes em angiospermas e possuem um amplo espectro de atividades
farmacolodgicas, devido a sua grande diversidade estrutural, muitas delas Uteis na
terapéutica, onde se destaca a sua acao sobre o sistema nervoso central (CUNHA,
2009).

Na identificacdo de alcaldides nas amostras de cascas e de folhas de V.
guianensis e de S. reticulata, foi realizada uma extracao em meio alcalino e em
seguida foram realizadas as reagOes de caracterizacao com o0s reagentes de
Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand. Nestas reacoes é observada a formacao
de um precipitado. Nenhuma das amostras apresentou precipitacao quando reagiram
com os regentes especificos, indicando a auséncia de alcaldides em todas as

amostras testadas.
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5.5 BIOAUTOGRAFIA

A complexa composicdo quimica de extratos vegetais é geralmente um
obstaculo muito limitante para o isolamento de compostos antimicrobianos. No
entanto, o uso de ensaios bioautograficos permite a deteccao de componentes ativos
de um extrato vegetal bruto. Este método permite a localizagdo de antimicrobianos

componentes ativos que tenham sido separados por CCD (SCHMOURLO et al., 2005).

Os extratos macerados brutos e as fragdes foram aplicados sobre as placas
pré-fabricadas de silica-gel e eluidos utilizando diversos sistemas de solventes,
conforme descrito no item 4.6.1.1. Apds a eluicdo e leitura dos cromatogramas foi
observado que os melhores sistemas de solventes foram: hexano-acetato de etila-
isopropanol (4:4:2, v/v), para a fracao hexanica; acetato de etila-isopropanol-agua
(100:17:13, v/v), para a fracdo acetato-etilica e n-butanol-acido acético-agua
(65:15:25), para as fragdes n-butandlicas e final (aquosa). Foi observado também
que apds a visualizacdo em lampada ultravioleta as fragdes acetato-etilicas de todos
os extratos apresentou melhor eluicdo e visualizacdao das bandas cromatograficas,

conforme pode-se observar na Figura 17.
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Figura 17 — Visualizagao em luz ultravioleta dos cromatogramas
com extratos brutos e fracoes de acetato de etila das espécies V.
guianensis e S. reticulata.

A) Vismia guianensis. 1 - extrato bruto das cascas, 2 - fracdao
acetato de etila do extrato bruto das cascas, 3 — extrato bruto das
folhas, 4 — fracdo acetato de etila do extrato bruto das folhas;

B) Senna reticulata: 5 - extrato bruto das cascas, 6 - fragao
acetato de etila do extrato bruto das cascas, 7 — extrato bruto das
folhas, 8 — fracao acetato de etila do extrato bruto das folhas.
Fonte: Autor

Muitos micro-organismos que causam danos a salde humana, apresentam
resisténcia medicamentosa devido a uso inadequado de antibidticos. Assim, existe
uma necessidade para a descoberta de novas substancias a partir de fontes naturais,
incluindo plantas (SARTORATTO et al.,, 2004). Neste trabalho, a atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais brutos e das fracoes de S. reticulata e de V.
guianensis foram avaliados por bioautografia. O cloreto de trifenil tetrazolio e o
brometo de tiazolil tetrazolio indicam crescimento celular, uma vez que pigmentam
as células vivas. Assim, manchas brancas indicam regides onde o extrato apresenta

fracao ativa. Os resultados da bioautografia sao mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Bioautografia dos extratos das cascas e folhas de Vismia guianensis (Aubl.) e de Senna
reticulata (Willd.) Irwin & Barneby

Vismia guianensis
Micro-organismo Cascas Folhas
FH FA FB FF FH FA FB FF
B. subtilis - - - - ++ + - -
E. coli - - - - + - - -
E. faecalis - - - - - - - -
P. aeruginosa - - - - - - - -
S. aureus ++ + + - ++ + + -
S. epidermidis ++ - + - + + + +
C. albicans - - - - - - - -
Senna reticulata
Cascas Folhas
FH FA FB FF FH FA FB FF
B. subtilis - + - - + - - -
E. coli - - - - ++ + - -
E. faecalis - - - - + - - -
P. aeruginosa - - - - ++ - - -
S. aureus + +++ + + + +++ + +
S. epidermidis + ++ + ++ + ++ + +

C. albicans - - - - - - - -

+ uma banda ativa; ++ duas bandas ativas; +++ trés ou mais bandas ativas; - sem atividade

FH — fracdo hexanica; FA — fracdo acetato de etila; FB — fracao r+butandlica; FF — fragdo final

Através da tabela, podemos observar que as fracOes hexanicas e acetato-
etilicas apresentaram melhor atividade inibitoria frente aos micro-organismos

testados. S. aureus e S. epidermidis foram os mais suscetiveis.

Nenhuma fracao dos extratos apresentou atividade frente a C albicans e

apenas a fracao hexanica do extrato das folhas de Senna reticulata apresentou duas
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bandas inibindo o crescimento de P. aeruginosa. Sartoratto e colaboradores (2004),
ao estudarem os Obleos essenciais de plantas aromaticas usadas no Brasil, nao

encontraram nenhuma atividade frente aos mesmos micro-organismos.

Figura 18 — Ensaio bioautografico dos extratos brutos e das
fracdes hexanicas de S. reticulata frente a S. epidermidis.
SRC) extrato bruto das cascas; SRF) extrato bruto das folhas;
FH) fragdes hexanicas. Destaque para as bandas ativas, uma
na fracao hexanica da cascas e outra na fragao hexanica das
folhas. Fase mdvel: hexano-acetato de etila-isopropanol
(4:4:2, v/v)

Fonte: Autor
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Figura 19 — Ensaio bioautografico dos extratos brutos e das
fragbes hexanicas de V. guianensis frente a S. epidermidis:
VGC) extrato bruto das cascas; VGF) extrato bruto das
folhas; FH) fracbes hexanicas. Destaque para as bandas
ativas, uma na fracdo hexanica da cascas e outra na fragao
hexanica das folhas. Fase mdvel: hexano-acetato de etila-
isopropanol (4:4:2, v/v)

Fonte: Autor

Segundo Cury e colaboradores (2007), os estudos de sensibilidade para
fungos filamentosos ainda podem ser precarios quando comparados aos de
leveduras. Isto implica que sao necessarias modificacdes para que um método possa

contemplar o estudo fungos filamentosos.

5.6 DETERMINAGAO DA CIM

Foram feitos testes de microdiluicao para determinacao da CIM (Concentragao
Inibitoria Minima) dos extratos hidroetandlicos das cascas e folhas de ambas as
espécies vegetais, frente a cepas padrao (ATCC) e clinicas dos fungos Microsporum
canis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Candida albicans e

frente as cepas padrao (ATCC) das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus,
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Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis, e bactérias
Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
As concentracdes que variaram de 100 mg/mL a 0,39 mg/mL e de 1 mg/mL a

0,0039 mg/mL. Os resultados encontram-se expressos nas Tabelas 9, 10 e 11.

Tabela 9 — Concentragdo Inibitéria Minima dos extratos hidroetandlicos das cascas e folhas de V.
guiananensis e S, reticulata, frente as cepas padrao (ATCC) dos fungos M. canis (M.c), T.
mentagrophytes (T. m), T. rubrum (T. r) e C. albicans (C. a)

Micro-organismo

Extrato
T.r T.m M.c C.a
VGC 0,125 mg/mL  0,0625 mg/mL 0,5 mg/mL s.a
VGF 0,5 mg/mL 0,25 mg/mL 1 mg/mL s.a
SRC 6,25 mg/mL 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL s.a
SRF 6,25 mg/mL 3,13 mg/mL 6,25 mg/mL s.a

VGC: extrato das cascas de V. guianensis, VGF: extrato das folhas de V. guianensis; SRC: extrato
das cascas de S. reticulata, SRF: extrato das folhas de S. reticulata, s.a: sem atividade inibitdria.
s.a = sem atividade

Tabela 10 — Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos hidroetandlicos das cascas e folhas de V.
guiananensis e S. reticulata, frente as cepas clinicas dos fungos M. canis (M.c) , T. mentagrophytes
(7. m), T. rubrum (T. r) e C. albicans (C. a)

Micro-organismo

Extrato
T.r T.m M.c C.a
VGC 0,125 mg/mL 0,125 mg/mL  0,01563 mg/mL s.a
VGF 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL s.a
SRC 6,25 mg/mL 1 mg/mL 25 mg/mL s.a
SRF 1 mg/mL 6,25 mg/mL 6,25 mg/mL s.a

VGC: extrato das cascas de V. guianensis; VGF: extrato das folhas de V. guianensis, SRC: extrato
das cascas de S. reticulata, SRF: extrato das folhas de S. reticulata, s.a: sem atividade inibitdria.
s.a = sem atividade
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Tabela 11 — Concentracdo Inibitoria Minima dos extratos hidroetandlicos das cascas e folhas de V,
guiananensis e S. reticulata, frente as cepas padrao das bactérias Gram-negativas e bactérias Gram-
positivas.

. . Extrato
Micro-organismo
VGC VGF SRC SRF
P. aeruginosa 25 mg/mL s.a s.a s.a
E. faecalis 6,25 mg/mL s.a 100 mg/mL 100 mg/mL
E. coli 12,5 mg/mL s.a s.a s.a

S. epidermidis 0,5 mg/mL 12,5 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL
S. aureus 0,125 mg/mL 0,5 mg/mL 1 mg/mL 6,25 mg/mL
B. subtilis 0,125 mg/mL 0,5 mg/mL 1 mg/mL 6,25 mg/mL

VGC: extrato das cascas de V. guianensis; VGF: extrato das folhas de V. guianensis, SRC: extrato
das cascas de S. reticulata, SRF: extrato das folhas de S. reticulata; s.a: sem atividade inibitoria.
s.a = sem atividade

Frente as cepas flngicas padrao (ATCC) o extrato hidroetandlico das cascas
de V. guianensis apresentou melhor atividade, com concentracgao inibitoria minima de
0,0625 mg/mL, de 0,125 mg/mL e de 0,5 mg/mL frente aos fungos 7.
mentagrophytes, T. rubrum e M. canis, respectivamente. O extrato hidroetandlico
das folhas de V. guianensis apresentou CIM de 0,25 mg/mL frente a T.
mentagrophytes, de 0,5 mg/mL frente a 7. rubrum e de 1 mg/mL frente a M. canis.
O extrato hidroetanodlico das cascas de S. reticulata inibiu o crescimento de T.
rubrum e de T. mentagrophytes de 6,25 mg/mL e, frente a M. canis apresentou CIM
de 12,5 mg/mL. O extrato hidroetandlico das folhas de S. reticulata apresentou CIM
de 6,25 mg/mL frente a 7. rubrum e M. canis e, CIM de 3,13 mg/mL frente a 7.

mentagrophytes.

Nos testes realizados com as cepas clinicas o extrato hidroetandlico das cascas
de V. guianensis também apresentou melhor atividade com CIM de 0,01563 mg/mL
frente a M. canis e de 0,125 mg/mL frente a 7. rubrum e T. mentagrophytes. O
extrato hidroetandlico das folhas de V. guianensis apresentou CIM de 1000 pg/mL
frente a 7. rubrum, frente a 7. mentagrophytes e frente a M. canis. O extrato

hidroetandlico das cascas de S. reticulata apresentou CIM de 1 mg/mL frente a 7.
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mentagrophytes, de 6,25 mg/mL frente a 7. rubrum e de 25 mg/mL frente a M.
canis. O extrato hidroetandlico das folhas de S. reticulata apresentou CIM de 1
mg/mL frente a 7. rubrum e de 6,25 mg/mL frente a 7. mentagrophytes e frente a

M. canis.

Nos testes realizados com as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
novamente o extrato hidroetandlico das cascas de V. guianensis mostrou-se mais
ativo, inibindo o crescimento de todas as bactérias testadas com CIM de 0,125
mg/mL frente a B. subtilis, de 0,125 mg/mL frente a S. aureus, de 0,5 mg/mL frente
a S. epidermidis, de 6,25 mg/mL frente a £. faecalis, de 12,5 mg/mL frente a £. col,

de 25 mg/mL frente a P. aeruginosa.

Diversas espécies de Vismia estao sendo estudadas quanto a identificacdo
quimica e atividade antimicrobiana. Wabo e colaboradores (2007) demonstraram a
atividade moderada de xantonas, isoladas de V. /aurentii frente a bactérias Gram-

positivas.

Suffredini e colaboradores (2006) determinaram que os extratos de V.
guianensis nao possuem atividade antimicrobiana significativa frente as bactérias £.
coll, P. aeruginosa, S. aureus e E. faecalis, uma vez que a CIM encontrada foi
superior a 200 pg/mL, na andlise da atividade antibacteriana de 12 extratos obtidos
de espécies de Clusiaceas, através do ensaio de microdiluicdo,. Os resultados do
presente trabalho corroboram em parte, pois a CIM encontrada para os extratos das

cascas de V. guianensis frente a S. aureus foi inferior a 200 pg/mL.

Varios autores estudaram a atividade antimicrobiana de espécies de
Clusiaceas e verificaram uma atividade antimicrobiana satisfatoria. Kuete e
colaboradores mostraram a atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos brutos
de Vismia laurentii De Wild (2005) frente as bactérias Gram-positivas (6 espécies) e
bactérias Gram-negativas (12 espécies). Taveira (2007) estudou 65 extratos de
plantas do cerrado e verificou que a maioria deles pertencem a espécies vegetais da

familia das clusidceas. Pino-Benitez & Codrdoba (2007) demonstraram, através de
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difusdo em disco, a atividade antibacteriana dos extratos etandlicos de V.
macrophylla frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coll.
Suffredini e colaboradores (2004) estudaram 43 extratos de Clusidceas e verificaram
que 34 deles mostraram atividade frente a S. aureus, 18 extratos mostraram
atividade frente a £ faecalis e 1 extrato mostrou atividade frente a £ coli. A
literatura descreve atividade antimicrobiana, antitumoral e antiviral em extratos de
plantas desta familia, devido a presenca de xantonas, flavonodides, benzofenona e
cumarinas (YIMDJO et al., 2004; TEIXEIRA; CRUZ, 2005; YASUNAKA et al., 2005).

A literatura também evidencia a diversidade de substancias bioativas
presentes no género Senna, com isolamento de 350 metabdlitos secundarios de
espécies deste género que estao distribuidas em regides tropicais e subtropicais. As
classes mais frequentes sdo antraquinonas, flavondides e outros compostos
fendlicos, confirmando inUmeras indicacdbes populares, como atividade
antiulcerogénica, antibacteriana, antiflingica, anti-inflamatdria, antipirética e
analgésica (VIEGAS Jr et al., 2006). Khan e colaboradores (2001) testaram a
atividade antimicrobiana de extratos de folhas, flores, cascas do caule e cascas das
raizes de Senna alata e mostraram atividade inibitoria para 12 bactérias Gram
positivas e 12 bactérias Gram negativas. Damodaran & Venkataraman (1994)
constataram atividade antifiUngica de extratos das folhas de Senna alata contra
Malassezia fufur. Mullika e colaboradores (2005) demonstraram a atividade dos
extratos brutos de Senna alata, Senna occidentalis e Senna siamea frente as

bactérias Propionibacterium acnes e Staphylococcus epidermidis.

Mais recentemente, Zampini e colaboradores (2007) demonstraram, através
de bioautografia a atividade antimicrobiana de S. aphylla frente a cepas resistentes
de E. coli K. pneumoniae, P. mirabilis e P. aeruginosa. Doughari e colaboradores
(2008) demonstraram a atividade antimicrobiana dos extratos das folhas de Senna
obtusifolia frente a cepas clinicas de bactérias e fungos, usando o método de difusao
em agar. Neste estudo foi identificado a presenca de taninos, saponinas, alcaloides e
flavonoides. Ogundare (2009) demonstrou a atividade antimicrobiana dos extratos

metandlicos das folhas de Senna podocarpa frente a P. aerugionosa, Streptococcus
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faecalis, Klebsiella pneumoniae, Shigella dysenteriae, S. aureus, Microccoccus luteus,
Salmonella typhii, Bacillus cereus e C. albicans, nas concentragoes de 30, 25, 20 e 15
mg/mL e a triagem fitoquimica revelou a presenca de saponinas, taninos,

antraquinonas e alcaldides.

Nenhum dos extratos apresentou atividade contra C albicans. Estes
resultados corroboram com os resultados encontrados nos ensaios de microdiluicao e

de bioautografia (Figura 20).

Figura 20 - Ensaio de determinacdao da CIM dos extratos de V.
guianensis e S. reticulata frente a C. albicans

Fonte: Autor

Cowan (1999) descreve que os maiores grupos de metabdlitos de plantas com
atividade antimicrobiana sao os fendlicos e polifendis como as quinonas, flavonas,
flanovdides, flavondis, taninos e cumarinas; terpendides, oleos essenciais, alcaldides,
lecitinas e polipeptideos. Em ambas espécies estudas foi encontrada a presenca de
compostos fendlicos, sugerindo que a atividade antimicrobiana esteja relacionada a

estes compostos.
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5.7 ATIVIDADE IMUNOLOGICA

5.7.1 Avaliagao da citotoxicidade

5.7.1.1 Viabilidade celular na presenca dos extratos hidroetandlicos das cascas e das
folhas de Vismia guianensis e de Senna reticulata

O objetivo deste teste de viabilidade foi observar o potencial citotoxico dos
extratos. Nas Figuras 21A a 21D é possivel verificar que os extratos da cascas e
folhas de V. guianensis e o extrato das cascas de S. reticulata sao tdxicos quando
utilizados em altas concentracdes, e o extrato das folhas de S. reticulata mostrou
baixa toxicidade em todas as concentragdes testadas. A concentracao em que se
obteve melhor viabilidade celular para todos os extratos foi 50 pug/mL e a utilizada

nos demais testes imunoldgicos (Tabela 12).

Tabela 12 — Porcentagem de viabilidade celular em PEC murinas apos
€xposicao aos extratos a 50ug/mL

Extratos % Viabilidade
VGC 50 pg/mL 52,76 + 12,92
VGF 50 pg/mL 72,94 £ 12,10
SRC 50 pg/mL 90,51 + 12,84
SRF 50 pg/mL 83,35 + 16,33
LPS 10 pg/mL 80,70 + 12,37

RPMI-C 100+ 0

VGC: extrato das cascas de V. guianensis; VGF: extrato das folhas de V.
guianensis; SRC: extrato das cascas de S. reticulata; SRF: extrato das
folhas de S. reticulata.

PEC = células do exsudato peritoneal
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Figura 21 - Viabilidade de células do exsudato peritoneal de camundongos Swiss na presenga dos
extratos hidroetandlico das cascas e folhas de Vismia guianensis e de Senna reticulata.
Foram utilizadas suspensdo de células do exsudato peritoneal ajustada a concentragdo de
5x10° células/mL. Solucdo de MTT foi adicionada aos macréfagos previamente incubados
com os extratos nas concentracdes de 50, 100, 200 e 400 pg/mL durante 24 h de
incubacdo. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de triplicata de 5
animais.
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05
A: extrato das cascas de Vismia guianensis; B: extrato das folhas de Vismia guianensis, C:

extrato das cascas de Senna reticulata, D: extrato das folhas de Senna reticulata.
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5.7.1.2 Viabilidade celular dos macrofagos estimulados por LPS na presenca dos
extratos hidroetandlicos das cascas e das folhas de V. guianensis e de S.

reticulata

Este experimento foi realizado com o objetivo de observar se a presenca
simultdnea de LPS e extratos alterariam viabilidade dos macréfagos. Na figura 22
pode ser observada a viabilidade dos macréfagos quando incubados com LPS e
extratos de ambas as plantas. Todos os extratos mostraram viabilidade celular
adequada para a execucao do teste de inibicao da producao de oxido nitrico (Tabela
13).

Figura 22 - Viabilidade das células do exsudato pertitoneal na presenca dos
extratos hidroetandlicos das cascas e das folhas de Vismia
guianensis e de Senna reticulata e de LPS. Foram utilizadas
suspensbes de células do exsudato peritoneal ajustadas a
concentracdo de 5x10° células/mL. Solucdo de MTT foi adicionada
aos macrofagos previamente incubadas com os extratos a
50ug/mL e LPS 10ug/mL durante 24h de incubagdo. As células em
meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade. Os resultados foram

expressos como média + desvio padrdo de triplicata de 5 animais.
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Tabela 13 — Porcentagem de viabilidade celular em PEC
murinas apds exposigao aos extratos a 50 pg/mL
na presenga de LPS

Extratos % Viabilidade
VGC 50 pg/mL 100+ 0
VGF 50 pg/mL 100+ 0
SRC 50 pg/mL 100+ 0
SRF 50 pg/mL 98,25 + 3,50
LPS 10 pg/mL 96,57 + 6,87

RPMI-C 0,43 £ 0,50

VGC: extrato das cascas de V. guianensis; VGF: extrato das folhas de V.
guianensis, SRC: extrato das cascas de S. reticulata, SRF: extrato das
folhas de S. reticulata.

5.7.2 Avaliacao dos efeitos dos extratos sobre os macrofagos
5.7.2.1 Determinagdo da producao de oxido nitrico

Os extratos hidroetandlicos das cascas e das folhas de V. guianensis e de S.
reticulata, na concentracdo de 50ug/mL, ndo induziram producdao de Oxido nitrico

estatisticamente significantes (Figura 23 e Tabela 14).

Tabela 14 — Efeitos dos extratos na producdo de déxido nitrico em culturas
de células peritoneais

Concentragao de NO

Compostos (umols nitrito/5x10° cels)
VGC 50 pg/mL 3,48 * 3,15
VGF 50 pg/mL 17,78 + 11,22
SRC 50 pg/mL 1,80 + 2,10
SRF 50 pg/mL 6,86 + 6,48
LPS 10 pg/mL 77,54 + 24,45
RPMI-C 1,93+ 2,43

VGC: extrato das cascas de V. guianensis; VGF: extrato das folhas de V.
guianensis; SRC: extrato das cascas de S. reticulata; SRF: extrato das
folhas de S. reticulata.

Adam Hevon de Oliveirar 107




Resultados e Discussdo-

Figura 23 - Produgdao de oxido nitrico em cultura de células do exsudato
peritoneal. As células peritoneais foram cultivados em meio RPMI-
1640-C (C-) e com o LPS (C+). As células peritoneais foram
incubadas com os extratos por 24 h na concentracdao de 50
pg/mL. Aos sobrenadantes das culturas, foi adicionado o reagente
de Griess, e apds 10 min a placa foi lida em espectrofotometro a
540 nm. A concentragao de nitrito foi obtida de uma curva padrao
com quantidades conhecidas de NaNO,. Os resultados foram
expressos como a média + desvio-padrdo de triplicata de 5
animais.

***p<0,001, estatisticamente significante em relacdo ao controle

negativo.

5.7.2.2 Determinacdo da atividade inibitoria dos extratos hidroetandlicos das plantas

V. guianensis e S. reticulata em cultura de macrofagos peritoneais de

camundongos Swiss quanto a producdo de NO

A Figura 24 e a Tabela 15 mostram que ocorre alta producao de NO pelos
macréfagos estimulados por LPS quando os extratos ndo estdo presentes, contudo

essa producdo é reduzida na presenca dos extratos de ambas espécies vegetais.
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Esses resultados mostram que os extratos sao potentes inibidores da producao de

NO em culturas de macréfagos peritoniais.

Figura 24. Producdo de éxido nitrico em cultura de células do exsudato
peritoneal na presenga de LPS. As células peritoneais foram
cultivadas em meio RPMI-1640-C (C-) e com o LPS (C+). As
células peritoneais foram incubadas com os extratos por 24 h
na concentracdo de 50 pg/mL e LPS 10 pg/mL. Aos
sobrenadantes das culturas, foi adicionado o reagente de
Griess, e apds 10 min a placa foi lida em espectrofotometro a
540 nm. A concentracdo de nitrito foi obtida de uma curva
padrao com quantidades conhecidas de NaNO,. Os resultados
foram expressos como a média + desvio-padrdo de triplicata
de 5 animais.

***p<0,001, estatisticamente significante em relacdo ao
controle negativo.
### p<0,001 e # p<0,05, estatisticamente significante em

relacdo ao controle positivo.
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Tabela 15 — Percentagem de inibicao dos extratos sobre a producdo de NO em
células peritoneais

Concentragao de NO

Extratos (umols nitrito/5x10° % inibicdo de NO
cels)

VGC 50 pg/mL 8,94 +4,51 81,36

VGF 50 pg/mL 30,12 + 11,85 37,20

SRC 50 pg/mL 7,98 £ 5,54 83,36

SRF 50 pg/mL 10,59 + 7,71 77,92

LPS 10 pg/mL 47,96 £ 1,06 = -
RPMI-C 043+050 -

VGC: extrato das cascas de V. guianensis; VGF: extrato das folhas de V.
guianensis; SRC: extrato das cascas de S. reticulata; SRF: extrato das folhas de
S. reticulata.

Os produtos naturais tém sido considerados uma extraordinaria fonte de
substancias terapéuticamente ativas (SEIDL, 1999). A quimica organica produz um
nimero crescente de compostos sintéticos para uso medicinal, contudo importantes
medicamentos da medicina moderna ainda sdo extraidos de plantas medicinais
(WIJESEKERA, 1991)

A escolha das plantas Vismia guianensis e Senna reticulata para a realizagao
desta pesquisa foi guiada por informacgdes populares. Alguns estudos indicam que, se
a selecdo das espécies vegetais é feita baseada no uso tradicional, as possibilidade
de sucesso da pesquisa sao maiores (TROTTER et al.,, 1982; ELISABETSKY e
WANNMACHER, 1993). Cerca de 75% dos compostos puros naturais empregados na
industria farmacéutica foram isolados seguindo recomendacdes da medicina popular
(YUNES e CALIXTO, 2001).

A triagem fitoquimica preliminar das cascas e folhas de V. guianensis e de S.
reticulata foi realizada no Laboratdrio de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP de Araraquara (Tabela 6). Foi determinada a presenca de
antraquinonas, saponinas, flavondides e taninos. Os estudos das acdes das espécies
V. guianensis e S. reticulata, no sistema imunoldgico murino, foram iniciados com os
testes de viabilidade. Uma vez que as células s3o retiradas de seu ambiente natural

in vivo e entram em contato com substancias a serem testadas, a questdo da
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viabilidade é fundamental, principalmente durante o desenvolvimento das
manipulagdes experimentais, assegurando dessa forma a capacidade de uma
determinada populacao celular responder a varios estimulos, quaisquer que sejam
eles (FRESHNEY, 1994). Estudos in vitro sao importantes quando se dispoe de
pequenas quantidades de material vegetal. Além disso, nesses testes as variaveis
experimentais podem ser mais facilmente controladas, facilitando a reprodutibilidade
dos ensaios (YUNES e CALIXTO, 2001).

A etapa seguinte foi a observacdao do potencial citotdxico dos extratos
hidroetandlicos das cascas e das folhas de V. guianensis e de S. reticulata, em
macréfagos estimulados ou nao por LPS (Figuras 24 e 25 e Tabelas 11 e 12). Foi
observado que os extratos das cascas e das folhas de V. guianensis e o extrato das
cascas de S. reticulata sao tdxicos quando utilizados em altas concentracdes, e o
extrato das folhas de S. reticulata mostrou baixa toxicidade em todas as
concentracoes testadas. Os extratos, na concentracao de 50 pg/mL, nao foram

citotoxicos, assim permitindo a avaliacdo das propriedades imunomodulatdrias.

O sistema imunoldgico € um mecanismo complexo de defesa do organismo. A
pesquisa basica das substancias naturais com propriedades imunomoduladoras pode
ser feita através de ensaios de estimulacdo da imunidade inata, como por exemplo, a
eficiéncia dos granuldcitos, macréfagos, sistema complemento, células natural killer
(NK) e seus efeitos sobre a fagocitose, proliferacao linfocitaria, migracao de linfocitos

T, ativacao de macréfagos, etc.

Entre os produtos secretados pelos macrofagos, o oxido nitrico tem um duplo
papel no processo inflamatdrio. O NO secretado em altos niveis por macrofagos
ativados é importante na defesa contra virus, bactérias, fungos e células tumorais
(MacMICKING, 1997). Por outro lado, os efeitos pro-inflamatdrios do NO parecem ser
mediados pela producdo exagerada e estao relacionados a varias doencas como o
choque séptico, doencas auto-imunes, arteriosclerose (MONCADA, 1991). Por esse

motivo, o NO é um mediador atualmente conhecido como “faca de dois gumes”, pois
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pode exercer efeitos benéficos ou prejudiciais dependendo do contexto
patofisioldgico (CIRINO et al., 2002).

A avaliacao da estimulacdo de macréfagos foi realizada através da produgao
de NO em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos Swiss, utilizando
método de Griess. O experimento sem a ativacao de macréfagos com LPS mostrou
que os extratos nao induziram a liberacdo de NO (Figura 26). Portanto, do ponto de
vista desse mediador, os extratos nao possuem propriedades imunoestimulantes.
Diante desses resultados, restava uma dulvida. Se as plantas nao possuiam
atividades imunoestimulantes, poderiam estar promovendo um efeito supressor no
sistema imunoldgico murino, ou ndo apresentariam nem atividades estimulantes nem

supressivas?

Na segunda etapa deste trabalho, foi avaliada a capacidade dos extratos
hidroetandlicos das cascas e das folhas de V. guianensis e de S. reticulata inibirem a
producdo de NO. Para esse estudo o mesmo teste imunoldgico foi realizado, contudo
os macrofagos foram estimulados com LPS. Os resultados indicam uma potente
inibicdo desse mediador pelo extrato das cascas de V. guianensis (81,36%),
justificando de certa forma, o uso popular de V. guianensis no tratamento de
reumatismo (ALMEIDA, 1993).

O NO é uma molécula mensageira envolvida na regulacao de diversos
processos fisioldgicos incluindo a contracdo da musculatura lisa, a reatividade
plaquetaria, a neurotransmissao central e periférica e as acoes citotoxicas de células
imunoldgicas. Essa molécula é crucial para muitas funcOes fisioldgicas e a sua
liberacdo inapropriada esta ligada a numerosas patologias (HOBBS et al., 1999).
Nesta pesquisa realizada com as espécies V. guianensis e S. reticulata, foi possivel
observar que os extratos hidroetandlicos das cascas e das folhas de ambas espécies
inibiram de forma moderada a fortemente a superproducao de NO, ocasionada pela

estimulacao de macrdfagos por LPS (37,20 a 83,36% - Figura 24 e Tabela 15).
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Os macréfagos tém um importante papel tanto na imunidade inata quanto na
adquirida. Eles podem ser estimulados por citocinas e por componentes microbianos
como o LPS (ADAMS e HAMILTON, 1984). Os dados do presente estudo poderao ser
complementados com a determinacdao posterior de citocinas, trazendo novos
subsidios a respeito do mecanismo imunoldgico desencadeado pelo uso medicinal

destas espécies vegetais.

O NO ndo é um oxidante forte, porém essa molécula reage com o anion
superdxido (0,), levando a formagdo de peroxinitrito (ONOQ") e acido peroxinitroso
(ONOOH), os quais dramaticamente aumentam a toxicidade de NO e O, isolados. O

peroxinitrito é capaz de oxidar varias moléculas bioldgicas (WANG et al., 2002).

A célula produtora de NO e sua vizinhanca nao estdo a salvo da toxicidade
dessa molécula, podendo ser destruidas. Varias evidéncias estdo se acumulando no
sentido de admitir que o NO contribua para algumas condigdes patoldgicas como
asma, artrite reumatdide, tuberculose, esclerose multipla, doenca de Parkinson,
doenca de Alzheimer e gastrite induzida por Helicobacter pylori (CALABRESE et al.,
2004). Além dessas doencgas, a faléncia cardiaca crbnica esta relacionada com a
producdo excessiva de NO pela iNOS e o excesso de NO é também um dos primeiros
sinais de rejeicao dos transplantes (DUSTING e MacDONALD, 1995).

Portanto, agentes que modulem a atividade de NO podem ter consideravel
valor terapéutico. Em particular aqueles capazes de reduzir a formagao de NO,
podem ser benéficos em estados patofisioldgicos, onde a producdo excessiva desye
mediador é um fator contribuinte, como é o caso das doencas inflamatdrias (HOBBS
et al., 1999).
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Consideragcoes Finacs

O emprego de plantas medicinais na medicina tradicional existe ha centenas
de anos. A grande preocupacao € que os vegetais sao utilizados indiscriminadamente
pela populacao e, muitas vezes, essas plantas ndo tém agao comprovada e podem
apresentar riscos de toxicidade, como é o caso da Digitalis purpurea L., que possui
dose terapéutica muito proxima da dose tdéxica. Nos Ultimos anos muitos esforcos
tém sido estimulados para a viabilizacdo de pesquisas a respeito da composicao
quimica e aplicabilidade farmacoldgica de espécies vegetais, utilizadas popularmente

no tratamento de diferentes sintomas.

Nas Ultimas décadas um dos maiores problemas de Salde Publica é o
agravamento da resisténcia microbiana, que é agravada pela dificuldade para a
descoberta e lancamento de novos agentes antimicrobianos. Diante disto, torna-se
relevante a pesquisa de novos antimicrobianos com o uso de produtos de origem

natural.

Na busca de antimicrobianos de origem vegetal deve-se enfatizar que o Brasil
possui um grande potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos, uma vez que é
um pais rico em biodiversidade, com diversos tipos de vegetagao: cerrado, campos,
caatinga, complexo do Pantanal, vegetacdo litoranea, mata de araucaria, floresta
latifoliada tropical (Mata Atlantica) e floresta latifoliada equatorial (Floresta
Amazonica). Além disso, € um pais rico em culturas e conhecimento tradicional, pela

mistura de racas.

A grande variedade de espécies vegetais existentes faz com que, nem sempre,
a escolha da planta a ser estudada seja uma tarefa facil. No entanto, de acordo com
a finalidade do estudo, a escolha pode ser orientada, levando em conta as

informagdes da medicina popular.

Considerando a escassez de estudos com as espécies Senna reticulata e
Vismia guianensis no que tange a atividade antimicrobiana e a utilizacdo destas
espécies pelas populacoes, testes de atividade antimicrobiana dos extratos

hidroetanolicos das cascas do caule e folhas das referidas espécies foram realizados.
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Consideragcoes Finacs

Em consonancia com os resultados de outros autores, através dos bioensaios
realizados foi possivel observar que os extratos das cascas e folhas de V. guianensis
sao potenciais antimicrobianos, uma vez que apresentaram CIM variando de 0,01563
a 1 mg/mL frente aos fungos dermatofiticos e as bactérias S. epidermidis, S. aureus
e B. subitilis, nos ensaios de microdiluicao. Os extratos das cascas e folhas de S.
reticulata mostraram atividade antimicrobiana em concentracdes maiores que

variaram de 1 a 100 mg/mL.

A bioautografia permitiu observar que os extratos possuem fracdes que

apresentam atividade antimicrobiana.

Tanto a cepa padrdao ATCC quando a cepa clinica da levedura C. albicans nao
apresentaram sensibilidade aos extratos testados nas concentragdes testadas, o que

é confirmado pela literatura.

O fato dos extratos inibirem a producdao de NO nos ensaios imunoldgicos,

pode caracteriza-los indicios de atividade antiinflamatoria in vitro.

Diante dos resultados obtidos no estudo da atividade antimicrobiana de Senna
reticulata e de V. guianensis, pode-se pensar no estudo quimico-farmacoldgico para
o isolamento e identificacdo dos principios ativos. Estes aspectos sdo extremamente
importantes na perspectiva do desenvolvimento de um produto farmacéutico, o qual
deve ser precedido por estudos de pré-formulagdo, além de ensaios de toxicidade
visando otimizar a acao terapéutica através da tecnologia farmacéutica e assegurar a
qualidade e eficacia do material, bem como a seguranca do novo produto

desenvolvido.
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