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Dedico este traballio aos meus avos Alberto e Maria da
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enfrentarem a vida como "Mestres’..



"AQUELE que habita no esconderijo do Altissimo, d sombra do
Onipotente descansard. Dirvei do SENHOR: Ele é o meu Deus, o meu
refugio, a minha fortaleza, e nele confiarei.

Porque ele te livrard do laco do passarinheiro, e da peste perniciosa.
Ele te cobrird com as suas penas, e debaixo das suas asas te confiards; a
sua verdade serd o teu escudo e broquel.

Ndo terds medo do terror de noite nem da seta que voa de dia,
Nem da peste que anda na escuriddo, nem da mortandade que assola ao
meio-dia.

Mil cairdo ao teu lado, e dez mil a tua direita, mas ndo chegarad a ti.
Somente com os teus olhos contemplards, e verds a recompensa dos
impios.

Porque tu, 0 SENHOR, és o meu refugio. No Altissimo fizeste a tua
habitacdo.

Nenhum mal te sucederd, nem praga alguma chegara d tua tenda.
Porque aos seus anjos davd ordem a teu respeito, para te guardarem em
todos os teus caminhos.

Eles te sustentardo nas suas mdos, para que ndo tropeces com o teu pé
em pedra.

Pisards o ledo e a cobra; calcards aos pés o filho do ledo e a serpente.
Porquanto tdo encarecidamente me amou, também eu o [ivrarei; po-lo-ei
em retiro alto, porque conheceu o meu nome.

Ele me invocard, e eu lhe responderei; estarei com ele na angustia; dela
o retirarei, e o glorificarel.

Fartd-lo-ei com longura de dias, e lhe mostrarei a minha salvacdo.”

Salmo 91



Oscar Wilde resumiu como eram seus amigos, mais de 100 anos depois

de sua morte faco uso de suas palavras para dizer o mesmo...

Loucos e Santos

Fscolho meus amigos ndo pela pele o outro arquetpo giualguer, mas

pela pupila.
Tem que ler britho questionador e lonalidade inguietante.
A mim nédo interessam os bons de espirito nem os maus de Aapitos.
Jico com aqueles que fazem de mim ouco e santo.
Deles ndo quero resposta, quero meu avesso.
Que me tragam aduvidas e angustias e agilentem o que Ad de pior em
mim.
Quero os santos, para que ndo duvidem das diferencas e pecam perddio

pelas injusticas.

Fscolho meus amigos pela alma lavada e pela cara exposta.
Ndo quero so 0 ombro e o colo, quero lambem sua mator alegria.
Amigo que ndo vi junto, ndo sabe sofrer junio.

Mezuts amigos sdo todos assim: metade boberra, melade seriedade.
Ndo quero risos previsivers, nem choros predosos.

Quero amigos serios, daqueles que fazem da realidade sua fonte de
aprendizagem, mas lulam para qiue a jantasia ndo desapareca.
Néo gquero amigos adultos nem cfiatos.

Quero-os metade infancia e outra metade vellice!
Criancas, para que ndo esquecam o valor do vento 1o rosto; e vellios,

para que nunca lenfiam pressa.
Tento amigos para saber quem e Sou.
Pois o5 vendo [oUcos e santos, PoPos e Serios, criancds e velnos, nunca me
esquecerei de que normalidade " e uma ilusdo imbecil e esteril.
Mas para isso, so sendo louco.

OSCAR WILDF
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RESUMO

NOGUEIRA, Leonardo Gorla. Determinag¢do do potencial bioldgico e antioxidante de
extratos de casca de raiz de Maytenus ilicifolia (Celastraceae). Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, campus
Araraquara, SP.

O género Maytenus (Celastraceae), atualmente compreende cerca de 80 espécies
distribuidas por todo territério brasileiro. A espécie Maytenus ilicifolia € conhecida
popularmente pelos nomes de espinheira-santa, espinheira-diva, salva-vidas, sombra de
touro, cancerosa e coromilho do campo, e utilizada contra hiperacidez e ulcera¢des do
estdmago. Com o objetivo de caracterizar o potencial biolégico desta planta, foi
estudada a atividade antibacteriana e antioxidante do extrato diclorometianico (DCM),
fracOes, subfracdes e duas substincias puras (maitenina e catequina) isoladas das cascas
de raizes de M.ilicifolia, obtidas por maceracgdo a frio. Foi utilizada a técnica de diluicao
em microplacas frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 19659, Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. A concentragdo inibitéria minima (CIM) para
o0 extrato e as substincias testadas, expresso como a menor concentracdo capaz de inibir
crescimento bacteriano foi avaliada em microplacas contendo meio liquido aos quais
foram adicionados extratos, fracOes, substincias puras e antibidticos, sendo estes
dltimos usados como controles positivos. Para a atividade antioxidante foram realizados
ensaios espectrofotométricos do 2,2'-Azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfoénico
(ABTS™); do fon hipoclorito (OCI') e da taurina-cloramina (via oxidacdo do 3,3’,5,5,
tetrametilbenzidina), utilizando como padrdes quercetina e cisteina. Foi demonstrada
forte atividade da maitenina com CIM de 0,48 pg/mL para as bactérias Gram positivas,
e a catequina ndo apresentou atividades contra as bactérias testadas. Na avaliacdo da
atividade antioxidante o extrato DCM e a maitenina ndo foram tio eficazes quanto a
atividade da catequina que apresentou ICsy para ABTS" (2,76 pug/mL); OCI (14,65
pg/mL) e taurina-cloramina (23,20 ug/mL). Estes resultados sugerem que M.ilicifolia

apresenta constituintes bioativos, sendo relevante a continuidade destes ensaios.
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ABSTRACT

NOGUEIRA, Leonardo Gorla. Determination of biological and antioxidant potential of
extracts of root bark of Maytenus ilicifolia (Celastraceae). Dissertacio (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, campus
Araraquara, SP.

The genus Maytenus (Celastraceae) currently includes 80 species distributed throughout
the Brazilian territory. The species Maytenus ilicifolia popularly known by the names of
“espinheira-santa”, “espinheira-diva”, “salva-vidas”, “sombra de touro”, ‘“‘cancerosa”
and “coromilho do campo”, with activity against hyperacidity and gastric ulcers. In
order to characterize the biological potential of this plant, was studied the antibacterial
activity of the dichloromethane extract (DCM), fractions, subfractions and two
substances (maitenin and catechin) isolated from the roots of M. ilicifolia obtained by
cold maceration. To evaluation of the antimicrobial potential was used the microplates
dilution technique using the bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 19659, Escherichia coli
ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Minimum inhibitory
concentration (MIC) for the extract and the substances tested, expressed as the lowest
concentration able to inhibit bacterial growth, was evaluated in microplates containing
liquid medium to which were added extracts, fractions, subfractions, pures substances
and antibiotics, the latter being used as positive controls. For the antioxidant activity
tests were performed spectrophotometric: 2,2 '-Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS."); of OCI and taurinecloramine (via oxidation of 3,3', 5,5 ',
tetramethylbenzidine), using quercetin and cysteine as standards. It was demonstrated a
strong activity to maitenin, with MIC of 0,48 ug/mL for Gram positive bacteria and
catechin did not show activity against the bacteria tested. In the evaluation of
antioxidant activity the extract DCM and maitenin were not as effective as the activity
of catechin that had ICsy for ABTS' (2,76 ug/mL); OCI (14,65 pg/mL) and
taurinecloramine (23,20 ug/uL). These results suggest that M. ilicifolia presents

bioactive constituents, being important the continuity of these tests.
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1- INTRODUCAO

O uso de plantas superiores com o propdsito de detectar biocidas em seus tecidos
€ de origem recente. Ja o uso de plantas aromaticas (inteiras ou suas partes como folhas,
cascas, sementes e seus produtos extrativos como as resinas), € tdo antigo quanto a
histéria da humanidade, sendo empregadas na medicina, na cosmética e em cerimdnias

religiosas (DE LA CRUZ, 1997).

O emprego de plantas medicinais na recuperacio de saide 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 da fabricacio
industrial utilizada pelo homem. Mas, em ambos 0s casos o homem percebeu, nas
plantas a presenca de algo que, administrado sob misturas complexas (como chds,
garrafadas, tinturas, pds, entre outros) ou como substancia pura isolada (transformada
em comprimidos, gotas, pomadas ou capsulas) a propriedade de provocar reagdes
benéficas no organismo capazes de resultar na recuperacdo da satide. Este € o principio
ativo, seja ele constituido de uma unica substancia existente na planta ou de um
conjunto de substancias que atuam sinergicamente, chamada de complexo fitoterdpico.
Por isso a planta medicinal, quando bem escolhida e utilizada corretamente, s6 difere do
medicamento industrial produzido com substancia isolada, pela embalagem e pelas
substancias corantes, aromatizantes, flavorizantes, encorpantes e conservantes que

acompanham o principio ativo, nesse tipo de medicamento (LORENZI et al., 2002).

Ainda segundo Lorenzi et al (2002), a Organizagdo Mundial de Saide (OMS),
visando diminuir o nimero de excluidos dos sistemas governamentais de satde,

recomenda aos 6rgaos responsdveis pela saide publica de cada pais, que:

- Procedam levantamentos regionais das plantas usadas na medicina popular

tradicional e identifique-as.

- Estimulem e recomendem o uso daquelas que tiveram comprovadas sua eficicia

e seguranca terapéuticas.

- Desaconselhem o emprego das praticas da medicina popular consideradas

intteis ou prejudiciais.
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- Desenvolvam programas que permitam cultivar e utilizar as plantas selecionadas

na forma de preparacdes dotadas de eficdcia, seguranca e qualidade.

O uso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento fitoquimico,
farmacoldgico e principalmente toxicoldgico € de grande preocupagdo para a saude. Isto
acontece com a maioria das espécies vegetais consumidas pela populacio. A
identificacdo correta destas espécies, sua forma de uso, posologia e controle de
qualidade também constituem questdes a serem resolvidas (BALLVE er al., 1995). Os
efeitos gerados pelos constituintes de uma planta no organismo vivo sdo verificados
baseando-se nos conhecimentos populares de uso repetitivo e tradicional. Sabe-se que
os vegetais possuem classes de agentes fitoquimicos com diversas acdes terapéuticas,
como efeitos antioxidantes, antimutagénicos, e até carcinogénico (KUSAMURAM et
al., 1998). A realizacdo de estudos etnobotanicos possibilita o resgate e a preservacao
dos conhecimentos populares, entretanto existe pouca informag¢do quanto ao seu

potencial de risco a saude (SIMOES, 1999).

O potencial risco de intoxicagdes justifica cuidados especiais na preparacdo e
consumo de plantas medicinais. O conceito erroneo de que as plantas sdo remédios
naturais e, portanto livre de riscos e efeitos colaterais deve ser reavaliado. Assim como
as plantas podem representar medicamentos poderosos e eficazes, o risco de intoxicacdo
causada pelo uso indevido deve ser sempre levado em consideracdo. A obediéncia as
dosagens prescritas e o cuidado na identificacdo precisa do material utilizado pode
evitar uma série de acidentes (LORENZI et al., 2002). Se todo medicamento é veneno, é

verdade também que todo veneno é medicamento, dependendo da dose.

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para sintese de um grande nimero de
farmacos. Chama a atencdo dos pesquisadores da drea de produtos naturais a grande
diversidade de estruturas e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos produtos

naturais. (GUERRA e NODARI, 2004).

Partes destas substincias naturais possuem potencial antimicrobiano e
imunomodulador na tentativa de se adaptarem as agressdes do meio ambiente. Essas

substancias podem ser isoflavondides, inddis, fitoesterdis, polissacarideos,
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sesquiterpenos, alcaldides, glucanas, taninos, vitaminas € minerais que agem como

antioxidante e coenzimas, além de muitas outras (COWAN, 1999; WILLIAMS, 2001).

As bactérias demonstram grande facilidade de ludibriar a acdo dos agentes
antibacterianos, ou seja, possuem ou desenvolvem resisténcia aos mesmos. Entretanto,
desde a descoberta dos primeiros antimicrobianos, vém sendo estudados intimeros e
novos agentes que tenham a capacidade de inibir o crescimento ou mesmo de matar

estes micro-organismos.

As substancias antimicrobianas ou antibidticas representam talvez o maior
avanco da farmacoterapia nas ultimas cinco décadas ou mais, com progresso sem
limites dentro da terapéutica medicamentosa. O referido grupo de medicamentos
condiciona, de forma efetiva, o efeito de espécies microbianas patogénicas e
oportunistas responsdveis pelas mais variadas patologias que tanto provocaram e ainda
provocam a incapacidade prolongada ou 6bito de seres humanos, sem restri¢ao de faixa
etéria, situacdo financeira ou estado da saiude do individuo atingido. Os antimicrobianos
constituem um grupo especial de agentes terapéuticos, geralmente produzidos e obtidos
a partir de organismos vivos. S3o substancias que, em pequenas concentragcdes, devem
possuir atividade letal ou inibitdria contra muitas espécies microbianas, prevenir o
desenvolvimento de micro-organismos resistentes, auséncia de efeito indesejaveis ao
hospedeiro, estabilidade quimica, entre outras. A atividade antimicrobiana é um item
relevante na caracterizacdo de extratos vegetais, dada a importincia e o nimero bastante

grande de doencas infecciosas que acometem o homem (COWAN, 1999; LIMA, 2001).

Ha4 estudos indicando que as plantas produzem substancias inibitdrias especificas
para certos micro-organismos, com propriedades andlogas as dos antibidticos. Algumas
substancias origindrias de plantas com propriedades antibacterianas, muitas vezes
mostram estas atividades apenas quando presentes nos seus extratos. Porém, muitas
outras ja foram isoladas e identificadas pelos ensaios microbioldgicos (COSTA, 1994;

CORSINO et al., 2003; CARVALHO et al., 2005).

O conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas tem sido revisto e ampliado, devido aos crescentes problemas
associados ao uso de diversos antibidticos. Em amplo estudo sobre plantas medicinais

fizeram uma avaliacdo concreta sobre atividade antimicrobiana de extratos, 6leos
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essenciais e substancias isoladas contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e
espécies fungicas. Quanto ao potencial antibidtico destacam-se os resultados obtidos
com O6leos essenciais, alcaldides, cumarinas, triterpenos, citral, mirceno, timol, xantanol,
acido caurénico, entre outros que, em baixas concentragdes exercem inibi¢do sobre o
crescimento de bactérias Gram positivas, Gram negativas, micobactérias, leveduras e
fungos filamentosos, confirmando a grande importincia que tais produtos possuem
como perspectiva para producdo de novos e eficientes produtos farmacéuticos que
possam ser usados na medicina para terapéutica de processos infecciosos. De modo
geral, os agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade através de vdrios
mecanismos: lesdo da parede celular, alteracdes da permeabilidade celular, alteracdo das
moléculas de proteinas e 4cidos nucléicos, e inibicdo da sintese de 4cidos nucléicos

(LIMA, 2001).

1.1- A FAMILIA CELASTRACEAE

As plantas da familia Celastraceae sio amplamente encontradas em regides
tropicais e subtropicais, incluindo o norte da Africa, América do Sul e algumas partes
do leste da Asia, particularmente na China. A familia se constitui de aproximadamente
88 géneros e 1300 espécies. Estas plantas geralmente crescem como pequenas drvores e
possuem cascas e folhas resinosas. Sdo utilizadas desde a antiguidade devido a seus
extratos apresentarem diversas propriedades medicinais (SPIVEY et al., 2002). No
Brasil, estudos taxonOmicos sobre as Celastraceae foram desenvolvidos por Reissek
(1861), abrangendo todo territério nacional e floras regionais. Os géneros Maytenus,
Eonymus, Cassine e Celastrus sao os mais abundantes (CORSINO, 2000; FERREIRA
et al. 2003).

Estudos quimicos realizados com espécies de Celastraceae revelaram a
ocorréncia de compostos fendlicos, tais como taninos condensados (GONZALEZ et al.,
1982), flavondides (CORSINO et al., 2003) e triterpenos quinonametideos (CORSINO
et al., 2000; BUFFA FILHO et al, 2002; Carvalho et al., 2005). Estes ultimos
apresentam uma variedade de atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana
(FERREIRA DE SANTANA et al., 1971), antioxidante (CARVALHO et al., 2005) e
antimalarica (FIGUEIREDO et al., 1998). Também j4 foram isolados de Celastraceae
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derivados agarofuranicos, catequinas, proantocianidinas, glicosideos, flavondides

glicosilados e alcaldides piridinicos sesquiterpénicos (FONSECA et al., 2007).

H4 uma variedade de propriedades atribuidas a extratos de representantes da
familia Celastraceae na medicina tradicional, dentre elas destaca-se a estimulante, a
supressora do apetite, sedativa, emética, purgativa, antitumoral, antibacteriana,
inseticida e repelente de insetos. A propriedade estimulante de folhas de Catha edulis,
espécie que ocorre no leste da Africa e Arabia Saudita, foi descrita na literatura
primeiramente em 1237, pelo médico Naguib Ad Din, que propds o uso desta espécie
no tratamento da depressdo (KALIX e BRAENDEN, 1985). Extratos de Tripterygium
wilfordii foram utilizados na medicina chinesa por séculos no combate a diversas
doencas, atualmente vem sendo aplicadas no tratamento de leucemia e artrite

reumatdide (DUAN et al., 2001).

A atividade antidlcera ja foi reportada em diferentes espécies desta familia, como
Maytenus ilicifolia (JORGE et al., 2004), Maytenus aquifolium (GONZALEZ et al.,
2001), Maytenus truncata (SILVA et al., 2005) e Austroplenckia populnea (ANDRADE
et al., 20006).

1.2- O GENERO Maytenus

O género Maytenus é o maior da familia Celastraceae e estd inserido na
subfamilia Celastroideae. Sdo reconhecidas cerca de 80 espécies distribuidas por todo
territorio brasileiro (CARVALHO-OKANO, 1998). Espécies de Maytenus sao
encontradas em diferentes formacdes vegetais, como a Mata Atlantica (M.
distichophylla Mart. ex Reissek, M. macrophylla Mart.), Mata de Altitude (M.
erythroxylon Reiss.), e Campos Rupestres (M. opaca Reiss.). Entretanto foi registrado
um ndmero maior de espécies em ambientes com vegetacao de Caatinga (M. truncata
Reiss., M. imbricata Mart. ex Reiss., M. ilicifolia Mart. ex Reiss., M. catingarum Reiss.,
M. impressa Reiss., M. obtusifolia Mart.), distribuidas predominantemente entre a Bahia
e o Ceard. Tradicionalmente utilizadas pelos indigenas, em infusdes, as folhas, de
diversas espécies de Maytenus existentes no Brasil, sdo utilizadas contra afeccdes
géstricas (hiperacidez, ulceras géstricas, duodenais e gastrite cronica) (ROCHA et al.,

2004; BAGGIO et al., 2007).
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Em estudos fitoquimicos, alguns flavondides foram identificados em espécies do
género Maytenus, incluindo a quercetina e catequinas, sendo determinada uma atividade
antiulcerogénica e/ou inibidora da secrecdo acida in vivo ou in vitro destes compostos

(BAGGIO et al., 2007).

Triterpenos isolados de Maytenus chuchuhuasca apresentaram efeito
antimittico, mostrando potencial inibitério sobre a polimerizacio de tubulina

(MORITA et al., 2008).

Diversos metabdlitos com propriedades bioldgicas potenciais sdo isolados em
folhas de Maytenus spp, incluindo flavondides, triterpenos e sesquiterpenos.
InvestigacOes recentes mostram a presenca de alguns representantes de flavonol-3-O-
glicosideos, tais como rutina, quercetina, hiperosideo, isoquercetina, kaempferol e
quercetina mono- di- tri- e tetra-glicosideos (VILEGAS et al., 1999; LEITE et al., 2001;
TIBERTI et al., 2007). Silva et al. (2008) mostraram que extrato cloroférmico de
Maytenus obtusifolia Mart possui propriedades neurolépticas, e isolaram alcaldides,

flavonodides e triterpendides pentaciclicos desta espécie.

Triterpenos fendlicos foram isolados de Maytenus blepharodes e mostraram
potencial atividade antimicrobiana e citotoxica (RODRfGUEZ et al., 2005).
Sesquiterpenos isolados de Maytenus apurimacensis apresentaram atividade contra o
parasita Leishmania tropica (DELGADO-MENDEZ et al. 2008). O decoto obtido de
casca de Maytenus rigida € usado popularmente no nordeste do Brasil para o tratamento
de distdrbios gastrintestinais como diarréia, desinteria, ulceras também como

antiinflamatério (ROCHA et al., 2004).

Ressalta-se ainda que os estudos taxonOmicos em Maytenus basearam-se até
agora, principalmente, em espécimes herborizados, em que muitos caracteres se perdem
ou sdo danificados. Este fato acentua ainda mais a sobreposi¢do das caracteristicas
utilizadas na definicdo das espécies, dificultando a identificacio das mesmas e muitas

vezes mostrando-se insatisfatério para a identificagdo do material fresco.

Os tradicionais métodos de estudo de plantas herborizadas, cuja morfologia
externa € utilizada como principal ferramenta para a delimitacdo dos tdxons, sdo muitas
vezes responsdveis por indmeros problemas taxondmicos ndo solucionados

(METCALFE e CHALK, 1979), principalmente porque estes caracteres sao mais
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acessiveis, tornando-se fonte de dados para o reconhecimento das espécies e para a

andlise de suas relacdes evolutivas.

Outras fontes de andlise tém-se mostrado de extrema importancia nessas
relagdes, tais como a anatomia, os marcadores moleculares, a ecologia, a biologia

reprodutiva e a de polinizacdo, assim como a biogeografia e outras (JUDD et al., 1999).

A comparacdo anatdomica tem provado ser util em alguns dos mais dificeis
estudos taxondmicos, porém € necessario entender a variagdo dos caracteres dentro de
um individuo, espécie ou grupo de tdxons relacionados, que podem ser qualitativos ou
quantitativos. As folhas sdo 6rgdos altamente varidveis e a variacdo pode ser especifica
para espécies, género ou familias. Numerosos caracteres anatdmicos dentro da folha,
como caracteristicas da epiderme, inclusdes minerais e estruturas secretoras tém

provado ser de valor sistemdtico em diferentes linhagens (DICKISON, 2000).

1.3- Maytenus ilicifolia

Popularmente, a espécie Maytenus ilicifolia € conhecida pelos nomes de
espinheira-santa, espinheira-diva, salva-vidas, sombra de touro, cancerosa e coromilho

do campo. (CARVALHO-OKANO, 1998).

Figura 1: Maytenus ilicifolia ou Espinheira-Santa

No contexto brasileiro, as espécies M. ilicifolia e Maytenus aquiflolium sao

largamente usadas na medicina popular. As plantas nativas de ambas as espécies



Introducdio 8

crescem naturalmente no sul do Brasil onde sdo usadas na forma de chés para dor de
estdbmago e no tratamento de tlceras (SOUZA-FORMIGONI et al., 1991). As folhas de
plantas da familia Celastraceae sdo amplamente usadas na medicina popular no Brasil
como analgésico, antiinflamatdrios e anti-ulcerogénicos, sendo a eficdcia e seguranca
confirmadas por estudos farmacoldgicos e clinicos (SOARES et al., 2004). Souza-
Formigoni et al. (1991) comprovaram a agdo protetora do chd de folhas de M. ilicifolia
e M. aquifolium contra o desenvolvimento de dlceras em animais, com a¢do comparada

a da cimetidina.

A maneira de utilizd-la no combate a hiperacidez e ulceras gistricas é com uma
infusdo, obtida pela adi¢do de dgua fervente sobre certa quantidade de folhas moidas.
Foi demonstrado que o infuso desta planta exerce marcante efeito antitlcera gastrica em
ratos submetidos a vdrios processos experimentais de inducdo de ulceras
(CARVALHO-OKANO, 1998). Tal habito parte do pressuposto de que plantas
utilizadas, além de possuirem atividade terapéutica, sdo desprovidas de efeitos toxicos.
Em outros estudos, executados no Programa de Pesquisa em Plantas Medicinais da
CEME (1988), foi demonstrado que infusdes obtidas das espécies, M. ilicifolia e M.
aquifolium, tinham marcante efeito protetor, compardvel aos da cimetidina e ranitidina,
contra ulceras gastricas induzidas em ratos por indometacina e estresse de imobilizacdo

em baixa temperatura (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

A World Intellectual Propertie Organization — WIPO (Organizagdao Mundial de
Propriedade Intelectual), em seu banco de dados, revela o registro de sete patentes que
envolvem M. ilicifolia. Além dos trabalhos relacionados a elucida¢do da importancia
farmacoldgica das espécies de espinheira-santa, estudos vém sendo realizados para
elucidar quais metabdlitos secundérios estdo envolvidos na acdo terapéutica (MARIOT
e BARBIERI, 2007). Compostos da planta podem agir como agentes protetores a
carcinogénese humana, agindo contra os estdgios de iniciagdo, promog¢ao e progressao
do processo (DE FLORA et al., 2001) ou, talvez, destruindo ou bloqueando fora das
células os agentes mutagénicos que promovem danos no DNA, deste modo evitando a

mutacio celular (KNASMULLER et al., 2002).

Sao atribuidas diferentes atividades bioldgicas a essas plantas por apresentarem
componentes quimicos associados a diferentes atividades bioldgicas como: citotoxicas

(ITOKAWA et al., 1991), inseticida, controlador de apetite e antitumoral (CORSINO et
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al., 1998) e antioxidante (CORSINO et al., 2003; JELLER et al., 2004, CARVALHO et
al., 2005).

1.4- ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Diversos métodos laboratoriais sdo empregados na determinacao da atividade
antimicrobiana “in vitro”, sendo aplicados como triagem de novas substancias

bioativas.

A técnica de difusdo em 4gar € bastante utilizada, com pequenas variagdes na
metodologia, sendo considerada de fécil execugdo, reprodutivel e permite a
experimentacdo de diversas concentragdes das substancias-teste em uma mesma
placa (NCCLS - M2 A8, 2003; COWAN, 1999; NETO et al., 2002; MORAIS,
2006).

Meétodos de dilui¢do em meio liquido também sdo comumente utilizados na
avaliacio da atividade antimicrobiana de compostos quimicos. A prova de
sensibilidade por este método foi uma das primeiras a serem desenvolvidas, servindo
ainda hoje como método de referéncia (NCCLS — M7 A6, 2003; LANGFIELD,
2004).

Ambas as técnicas de difusdo em agar e diluicdo em tubos, requerem grande
quantidade de substincias-teste, o que restringe grandemente a sua utilizagdo em
bioensaio para compostos antimicrobianos uma vez que os produtos naturais na

grande maioria das vezes sdo extraidos em pequenas quantidades.

Segundo diversos autores a técnica alternativa mais amplamente utilizada em
ensaios microbioldgicos € a dilui¢do seriada de extratos em microplacas que permite

a utilizacdo de pequenas quantidades e/ou volumes.

Outro aspecto vantajoso desta metodologia e a possibilidade de se utilizar
mais de uma substancia-teste, bem como diferentes micro-organismos em um mesmo
ensaio. Possibilita ainda demonstrar qual a minima concentracao da substancia a ser
testada necessdria para inibir o crescimento bacteriano (COWAN, 1999;

PALOMINO et al., 2002; ELOFF, 2000; LANGFIELD, 2004; ALVES, 2006).



Introducdo 10

1.5- METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas medicinais possuem uma grande habilidade para a sintese de
metabolitos secundarios, constiuindo indmeras fontes de farmacos devido a diversidade
de moléculas com as mais variadas estruturas e propriedades quimicas
(HOSTETTMANN et al., 2003). Durante muito tempo, os metabodlitos secundarios
foram considerados produtos de excrecdo vegetal, cujas estruturas quimicas apresentam,
propriedades bioldgicas interessantes. Atualmente, entretanto, sabe-se que muitas destas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequacdo do
produtor ao seu meio. Em muitos casos, estas substincias servem como mecanismos de
defesa da planta contra micro-organismos, insetos € herbivoros, prote¢do contra raios
ultra violeta (UV) e a atragdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes,

dentre outros. (SIMOES, 2004).

O metabolismo secunddrio de plantas pode variar consideravelmente
dependendo de vdérios fatores que apresentam correlacOes entre si, ndo atuando
isoladamente, como por exemplo, sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura e
altitude, entre outros (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Em geral os extratos de plantas
contém baixas concentracdes de compostos ativos € um alto nimero de compostos
promissores, requerendo o uso de bioensaios sensiveis para uma ampla variedade
quimica e baixas quantidades de amostras testadas. Sendo que estes ensaios devem ser

simples, reprodutiveis, rapidos e de baixo custo (SOUZA BRITO, 1996).

1.6- ESTROGENICIDADE

Recentemente, surgiu um grande interesse no estudo de substancias conhecidas
como interferentes enddcrinos, que foi motivado a partir de observacdes sobre a
ocorréncia de anormalidades no sistema enddcrino de animais no ambiente. Os
alteradores ou interferentes enddcrinos sdo substancias que, mesmo em concentracao
extremamente baixa, sdo capazes de interferir no funcionamento natural do sistema
enddcrino causando cancer de testiculo, mama e prdstata, diminuicdo da taxa de
espermatozoéides, deformidadades dos Orgdos reprodutivos, disfuncdo da tiredide e
alteracdes relacionadas com o sistema neurolégico (GHISELLI e JARDIM, 2007).

Estas substancias ndo compreendem apenas os produtos quimicos sintetizados nos
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ultimos anos, mas também uma série de compostos cuja presenga no ambiente somente
agora vem sendo elucidada (SUMPTER e JOHNSON, 2005).

A ac@o de um determinado hormdnio inicia-se com sua ligagdo a um receptor
especifico, no interior da célula. O complexo resultante liga-se a regides especificas do
DNA presente no nucleo da célula, o que determina a acdo dos genes. Certas
substancias quimicas podem também ligar ao receptor hormonal e, conseqiientemente,
mimetizar ou bloquear a acdo do proprio hormdénio (SANTAMARTA, 2001;
GHISELLI e JARDIM, 2007).

A alteracdo do sistema enddcrino ocorre quando o interferente interage com o0s
receptores hormonais, modificando a resposta natural. Os interferentes enddcrinos
podem interferir no funcionamento do sistema enddcrino por, pelo menos, trés
maneiras, sendo que a primeira seria imitando a acdo de um hormonio produzido
naturalmente pelo organismo e, dessa forma, desencadear reacdes quimicas no corpo.
Ainda, podem agir bloqueando os receptores nas células que recebem os hormonios e,
assim, impedir a acdo dos hormdnios naturais. Finalmente, podem afetar a sintese, o
transporte, o metabolismo e a excrecdo dos hormodnios, alterando as concentragdes dos
hormoénios naturais (SANTAMARTA, 2001; GHISELLI e JARDIM, 2007). Os
interferentes enddcrinos comumente sdo denominados de estrogenos ambientais
(GHISELLI e JARDIM, 2007).

Dentre os vdrios produtos com atividade estrogé€nica destacam-se os hormonios
presentes em cosméticos, anabolizantes utilizados em racdes animais, fitoestrégenos e
poluentes orgénicos persistentes (ALVES et al., 2007).

Os fitoestrégenos sao compostos produzidos naturalmente pelas plantas, capazes
de mimetizar o hormo6nio humano 17-f estradiol (SETCHELL, 2001). Esses compostos
podem interferir com a acdo do hormonio interagindo com receptores estrogénicos ou

modulando concentrac¢des de estrogeno endégeno (MATSUMURA, 2005).

Estudos vém sem realizados na tentativa de identifici-los, pois evidéncias
indicam que dietas a base de vegetais podem explicar a variagdo epidemioldgica de
muitas doencas dependentes de hormoénio, além de serem responsdveis por casos de

infertilidade em animais (ADLERCREUTZ e MAZUR, 1997).

M. ilicifolia é usada como contraceptivo, abortivo e emenagogo por mulheres no
Paraguai, norte da Argentina e sul do Brasil (ARENAS et al., 1977; MARTINEZ
CROVETTO, 1987). Montanari e Bevilacqua (2002) verificaram as propriedades
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abortivas do extrato hidroalcodlico liofilizado de M. ilicifolia, onde a atividade
estrogénica do extrato foi avaliada através do peso umido do ttero, cornificacdo vaginal
e abertura vaginal prematura em ratos sexualmente imaturos. Os resultados indicaram
que o extrato hidroalcodlico liofilizado de M. ilicifolia deve ser considerado como um
alerta para o uso indiscriminado da planta, in natura ou em derivados fitoterdpicos,

como um anti-ulcerogénico em casos de mulheres gravidas.

Além disso, Montanari et al. (1998) testaram os efeitos do extrato etandlico
(EtOH) de folhas de M. ilicifolia em ratos do sexo masculino. Entretanto, apesar das
alteracdes ultra-estruturais encontradas, como células germinativas esfoliadas imaturas,
morte ocasional de células germinativas (reconhecido como nicleos picnéticos) e
alguns tdbulos seminiferos vacuolizados, o uso popular de M. ilicifolia como uma

planta medicinal ndo causa uma perturbagdo da espermatogénese.

Tem sido sugerido que ensaios in vitro provém uma boa maneira para investigar
o potencial estrogénico de um grande nimero de substincias, e vdrios tipos desses
ensaios vém sendo propostos incluindo ligantes de receptores de estrégenos (SHELBY
et al., 1996), proliferacdo de células MCF-7, ou outras células positivas para receptores
de estrogenos (WELSHONS et al., 1990; SOTO et al., 1992) e sistemas de transcri¢do
dependentes de receptores de estrogenos em células de mamiferos ou leveduras
transfectadas (ARNOLD er al., 1996; KLOTZ et al., 1996; ROUTLEDGE e
SUMPTER, 1996; SHELBY et al., 1996).

O ensaio utilizando leveduras recombinantes (RYA - Recombinant Yeast Assay)
€ um dos mais empregados para avaliar o potencial estrogénico de substancias ou
amostras ambientais (GARCIA-REYERO e PINA, 2005).

Esse ensaio inclui a utilizacdo de células de leveduras (Saccharomices
cerevisiae) geneticamente modificadas expressando um sensor, o receptor de estrogeno
humano, e um repdrter, contendo o elemento responsivo de estrégeno do gene da
vitelogenina B1 de Xenopus laevis, o qual promove a expressiao da -galactosidase pela
ativacdo do gene lacZ. Esta enzima hidrolisa lactose, glicose e galactose. Quando as
células modificadas de leveduras sdo expostas ao estrégeno, este liga-se ao receptor de
estrégeno e, entdo, o gene lacZ ¢ induzido e produz [3-galactosidase. Isso permite que a
levedura utilize lactose como substrato (GARCIA-REYERO e PINA, 2005).

Neste teste ¢é utilizado como substrato 4-metilumbeliferona -D-

galactopiranosideo (MuGal). A hidrélise desde substrato promove a formagdo de um
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produto fluorescente 4-metilumbeliferona, o qual € medido em espectrofotometro (355
nm de excitacio € 460 nm de emissdo). Uma curva dose-resposta relacionando a
atividade da enzima [-galactosidase com a concentracdo de estradiol é usada para
atribuir um valor estradiol-equivalente.

Existe uma variedade de possiveis efeitos de uma determinada substancia,
entretanto, nenhum teste isolado € suficiente para a avaliagdo de novos compostos e por
i1sso, em geral, recorre-se a uma bateria de testes. Dessa maneira, tornou-se relevante a
avaliacdo da atividade estrogénica neste estudo devido a semelhanca da estrutura
molecular da maitenina, substincia isolada do extrato diclorometanico (DCM) de M.
ilicifolia, com o 17-p estradiol, por meio do Teste RYA. Estes estudos devem contribuir
para o melhor entendimento da agdo dessa substincia no organismo humano, e
conseqiientemente proporcionar a utilizacdo mais efetiva e segura em futuras aplicacoes

clinicas.

1.7- ANTIOXIDANTES

Os radicais livres e algumas espécies ndo radicalares, sdo moléculas muito
reativas, derivados de oxigénio e nitrogénio, e sdo formados fisiologicamente no corpo
humano. Esta formag¢do envolve, por exemplo, 0 combate a micro-organismos invasores

e a modulacao celular de certos processos. (BHOOLA et al., 2003)

A formagdo de espécies reativas € equilibrada naturalmente, ou seja, sua
homeostase, pela existéncia de compostos conhecidos como antioxidantes, os quais

indicam - metabdlitos, enzimas, vitaminas etc. (PERCIVAL, 1988).

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, em pequenas
quantidades, € capaz de inibir ou retardar processos oxidativos, tais como a

lipoperoxidagdao (ATOUI et al., 2005; CHUN et al., 2005).

Alternativamente, a formacdo de radicais livres e outras espécies reativas,
podem resultar do desacoplamento da cadeia respiratéria, do descontrole dos
mecanismos de combate a micro-organismos ou do metabolismo de poluentes e
medicamentos ou outros xenobidticos (BOSCOLO et al., 2007). Na Sindrome
Respiratria Aguda, a lesdo do endotélio dos capilares dos pulmdes deve-se em parte a

geragdo e liberagcao de espécies oxidativas do oxigénio (EROs) por neutréfilos ativados,
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o que tem sido demonstrado por estudos com antioxidantes (BABIOR, 2000). Outro
exemplo é o céncer, o qual é provocado por uma série de mutacdes em genes
reguladores da mitose. Sabe-se que processos oxidativos provocam mutacdes, como
naquelas promovidas por Raios-X, que geram radicais hidroxil, ou ainda, na geracdo de
ERO por neutréfilos ativados (BABIOR, 2000). Assim, postula-se que processos
inflamatorios cronicos podem levar ao desenvolvimento de doengas malignas através da

producdo de espécies oxidantes por fagdcitos ativados.

A Doencga de Parkinson, o Acidente Vascular Cerebral, a Doenca de Alzheimer,
a esclerose multipla e a catarata sdo doencas freqiientes na velhice e ja consagradas

como conseqiientes do estresse oxidativo. (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Em sistemas aerdbios, € essencial o equilibrio entre a geracdo e/ou exposi¢ao a
agentes Oxido-redutores e os sistemas de protecdo. As ERO, como exposto
anteriormente, sdo geradas endogenamente como conseqiiéncia direta do metabolismo
do O,, ou também podem ser geradas em situagdes ndo-fisiolégicas, como a exposi¢ao
da célula a xenobidticos, o que provoca a reducdo incompleta de O, (ROSS E
MOLDEUS, 1991). Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que pode
atuar em duas linhas: i) uma delas atua como detoxificadora do agente antes que ele
cause lesdo, e € constituida pela glutationa reduzida (GSH), superdxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E entre outras; ii) a outra
linha de defesa tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo 4cido
ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com excec¢do da vitamina
E (tocoferol), que é um antioxidante estrutural da membrana, a maioria dos agentes

antioxidantes esta no meio intracelular (HEBBEL, 1986; ROSS E MOLDEUS, 1991).

Quando a disponibilidade de antioxidantes encontra-se limitada, o dano por
espécies reativas pode resultar no estresse oxidativo. Assim a pesquisa de produtos
naturais pode proporcionar a descoberta de novos farmacos que agem sobre as
diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo, possibilitando alternativas
ao seu combate e consequentemente a doencas em que haja uma produgdo exacerbada

destas espécies (SWANSON, 1998).

Nas ultimas décadas, intimeras pesquisas foram realizadas para esclarecer o

papel das espécies reativas radicalares e nao radicalares em processos fisiologicos,
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como o envelhecimento, e patolégicos, tais como fibrose cistica, doenca respiratdria
aguda, asma, enfisema, cancer, aterosclerose, inflamacao, injuria por reperfusdo, artrite
reumatdide, e danos pelo tabagismo (FERREIRA E MATSUBARA, 1997,
VENGLARIK et al., 2003; TORRES et al., 2004).

Aproximadamente 98% de todo o oxigénio consumido pelas células entram nas
mitocondrias, onde ocorre reducdo tetravalente pela citocromo C oxidase. Entretanto, o
oxigénio pode receber menos de quatro elétrons e formar as ERO, como parte dos

processos fisioldgicos (RODRIGUES et al., 2002).

O envelhecimento € um evento que pode estar relacionado com as ERO. A teoria
das ERO, desenvolvida por Harman em 1956, propde que o envelhecimento poderia ser
secundério ao estresse oxidativo, o qual levaria as oxidag¢des lipidica, protéica, e do
material DNA, a qual desencadearia alteracdes lentas e progressivas dos tecidos e do
cddigo genético. Doengas freqiientes na velhice e relacionadas com o estresse oxidativo.

(FERREIRA E MATSUBARA, 1997).

Fagécitos, como neutréfilos, eosinéfilos e macréfagos, quando estimulados,

elevam sensivelmente sua velocidade de consumo de oxigénio no surto oxidativo.

A geracdo de espécies quimicas com alto potencial de reatividade como
resultado do surto oxidativo em neutréfilos é essencial para a defesa contra micro-

organismos na fagocitose (BRIHEIM et al., 1984).

A ativacdo de neutréfilos por estimulos enddgenos (fragdes do complemento,
citocinas, etc.), ou por micro-organismos, é seguida da ativacio de uma enzima
transmembrana que promove aumento do consumo do oxigénio para a produgdo do
anion radical superdxido (O;), o precursor para uma série de ERO (MATHY-

HARTERT et al., 1998).

Os neutréfilos como células especializadas, contém grandes quantidades de
componentes da NADPH oxidase e produzem O,- em abundancia. Outros tipos
celulares, tais como fibroblastos, células endoteliais e células do musculo liso, também
sdo capazes de produzirem anion radical superdxido, mas elas o fazem em baixas

quantidades (FRIDOVICH, 2001)

Durante o surto oxidativo varias ERO sdo produzidas, tais como:
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Acido hipocloroso (HOCI)

O ion hipoclorito (OCI’) € formado pela oxidagao de fons cloreto (Cl), catalisada
pela mieloperoxidase, uma enzima também presente em neutr6filos, em presenca de

peroxido de hidrogénio (H,0O,) (LAPENNA E CUCCURULLO, 1996).

CI' + H;O,— OCI + H+ H,0 (pH > pKa)

CI' + H,0, — HOCI + H,0 (pH < pKa)

O OCI pode ser considerado como o mais abundante oxidante gerado pelos
neutréfilos (LAPENNA e CUCCURULLO, 1996). Além disso, é um oxidante
extremamente forte que além de atacar biomoléculas de importancia fisiolégica, tais
como tidis, tioéteres, aminas, aminodcidos, nucleotideos e ascorbato (WEISS, 1989;
HALLIWELL E GUTTERIDGE,1990; EATON,1993), € capaz de gerar outras ERO,
tais como, oxigénio e radical hidroxil via sua reagdo com H,O, e anion radical

superdxido, respectivamente (WEISS, 1989; LAPENNA e CUCCURULLO, 1996).

O OCI apresenta acdes adversas como: A) protetora a0 nosso organismo, a
medida que participa do processo de destrui¢cdo de micro-organismos, mas, a0 mesmo
tempo, B) agressora aos tecidos, pois nem células de mamiferos nem de bactérias
podem detoxicar o OCI por via catalitica, visto que estdo ausentes defesas enzimaticas

contra oxidantes clorados (LAPENNA e CUCCURULLO, 1996).

A mieloperoxidase neutrofilica é uma proteina catidnica em pH fisiolégico e,
portanto, capaz de se ligar a estruturas bioldgicas anionicas, tais como fosfolipideos de
membranas celulares, além de catalisar a geracdo de OCI e assim favorecer injdria
celular (WEISS, 1989). A mieloperoxidase foi encontrada em lesdes de aterosclerose
humana (DAUGHERTY et al., 1994), sugerindo sua participacio na funcido de
oxidantes clorados nos processos aterogénicos Neste contexto, o OCI" pode modificar
lipoproteinas de baixa densidade para uma forma aterogé€nica, aparentemente como
resultado da oxidacdo de residuos de lisina da apoproteina B-100 (LAPENNA e
CUCCURULLO, 1996).
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O desenvolvimento de substancias farmacologicamente capazes de antagonizar o
OCI, como sugerem alguns autores para drogas antiinflamatérias (WASIL et al., 1987),
rifampicina e tetraciclina (WASIL et al., 1988) e captopril (ARUOMA et al., 1991),
podem ajudar no combate a injdria tecidual (LAPENNA e CUCCURULLO, 1996). O
seqiiestro farmacoldgico do OCI sera terapeuticamente significativo se, na concentragao
do farmaco in vivo, a reacdo com o HOCI for rdpida o bastante para proteger as
biomoléculas-alvo de seus ataques (HALLIWELL,1993; LAPENNA e
CUCCURULLO, 1996).

Cloraminas

O OCI forma grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da sua
reacdo com aminas primdrias ou secunddrias, prontamente disponiveis em sistemas

bioldgicos (THOMAS et al.,1986; WEISS, 1989).

ClO + R- NH, — NH, R-NHCI + HO’
(cloramina)
HOCI + R-NH, — R-NHCI + H,O
(R= taurina) (taurina-cloramina)

A monocloramina (NH,Cl), formada pela reacdo entre OCl" e amonia, é muito
lipossoluvel e mais reativa do que o préprio OCI' (BABIOR, 2000). O aminoécido
taurina (Tau), de maior abundancia em neutréfilos (ZGLICZYNSKI, 1971) e principal

alvo nestas células, reage com o OCI formando taurina-cloramina (TauCl).

As cloraminas, particularmente a NH,Cl, estdo relacionadas a injdria géstrica
observada na presenca de Helicobacter pylori, que produz elevadas quantidades de
amoOnia e ativa os neutrdfilos que produzem HOCI (LAPENNA e CUCCURULLO,
1996).

As plantas medicinais desempenham um papel muito importante em sadde
publica, principalmente em paises em desenvolvimento (MOSSI et al., 2004). Assim,
devido as possibilidades de aplicacio de extratos de plantas na terapéutica e o
envolvimento de espécies oxidantes em diferentes doencas, foi importante avaliar o
potencial da M. ilicifolia como agentes antibacterianos bem como € importante,

também, avaliar a possibilidade de extratos desta planta conter agentes antioxidantes.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo explorar as propriedades bioldgicas de

componentes obtidos de plantas da espécie Maytenus ilicifolia (Celastraceae).

2.2 - Objetivos Especificos

Portanto foram avaliados extratos brutos (EtOH e DCM), fracdes, subfracoes

além de substincias puras isoladas, quanto:

1- A atividade antibacteriana pelas técnicas de difusdo em &gar e diluicdo em

microplaca.
2- A atividade antioxidante.

3- A atividade estrogénica- Teste RYA.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Extratos vegetais

Foram analisados 2 extratos brutos (EtOH e DMC), 2 fracdes (hexano-acetato e
hidroalcodlico) , 9 subfracOes, 5 substancias puras (alcaloides, catequina e terpeno),
totalizando 18 amostras obtidas da planta M. ilicifolia, fornecidas pela Profa. Dra.
Maysa Furlan, coordenadora do laboratério Nucleo de Biossintese, Bioensaios e
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) — Instituto de Quimica de Araraquara —
UNESP.

A Figura 2 mostra como foram obtidos os extratos brutos e as fracoes de M.

ilicifolia, neste caso.

Cascas de raizes (671,00g)

I Extragdo com EtOH (3 x 1L)
(maceragdo)

Extrato EfOH (159,20q)

d

Solugdo MeOH:H;0 (4:1)
@ Extragdo com Hex (3 x 100mL)

Concentragdo

Fase hidroalcodlica

/ Extracgdo

I Hex:AcOEt (2:8)
@ (3 x100mL)

Fragdo hexanica
(4,749)

Fase hidroalcodlica

Extracdo DCM (3 x 100mL) \

U 4

Fragdo DCM

Fragdo Hex:AcOET

Fragdo hidroalcodlica

(12,639)

Figura 2: Obtencdo dos extratos e fracdes de Maytenus ilicifolia, empregados nos

experimentos de avaliagdo da atividade antibacteriana e antioxidante
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Tabela 1: Amostras de Maytenus ilicifolia, divididas em categorias

1 Extrato EtOH X 12,5
2 Extrato DCM X 10,0
3 Particdo hexano/acetato X 19,7
4 Parti¢do hidroalcéolica X 14,0
5 Subfracio 1 X 10,0
6 Subfracao 2 X 2,0
7 Subfracdo 3 X 2.3
8 Subfracao 4 X 2,5
9 Subfracdo 5 X 2.8
10 Subfracao 6 X 2.4
11 Subfracio 7 X 2.5
12 Subfracdo 9 X 2.2
13 Subfracdo 10 X 2.0
14 Alcaléide 1 X 2.6
15 Alcaléide 2 X 1.6
16 Alcaléide 3 X 5.8
17 Catequina X 12,5
18 Maitenina X 10,0

DCM - diclorometanico; EtOH — etandlico

3.2 - Amostras bacterianas

Foram utilizadas as bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Bacillus subtilis ATCC 19659, e as
bactérias Gram negativas Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853.
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As amostras bacterianas foram conservadas a -20°C em caldo Miiller-Hinton

(CMH) acrescido de 50% de glicerol até o uso.

Estes estoques foram repicados em CMH, incubados por 24 horas a 37°C, que

foram utilizados na padronizacao do inéculo.

3.3 — Espectro de absorcao dos extratos vegetais, fracoes e substiancias puras.

Os extratos vegetais, fracdes e substancias puras foram submetidos a estudo
espectrofotométrico em equipamento proprio num intervalo de 400 a 655 nm, para a

determina¢do do comprimento de onda que ocorre a absorc¢ao de cada amostra.

Foi realizado um espectro de varredura dos extratos vegetais, fracdes e
substincias puras destes extratos na concentragdo de 1000ug/mL, utilizando-se como
branco dgua Milli-Q. Para determinacdo da avaliacdo de absor¢dao de cada amostra foi
observada também a absorbancia do meio de cultura CMH, por apresentar coloragdo

amarelada.

As andlises permitiram avaliar o comprimento de onda que corresponde a
absorcao das amostras vegetais que nos asseguraram a ndo interferéncia no

comprimento de onda que foi realizado os ensaios de atividade antibacteriana.

3.4 - Preparo das solucoes contendo substincias de referéncia para o controle
positivo (SANCHES, 2004)

Foi utilizada como controle positivo a ampicilina para Staphylococcus aureus,
vancomicina para Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis. Foram preparadas solucdes
de 5 mg/mL (solu¢do A: 1 mg em 200 uL de dgua destilada), em seguida estas solucdes
foram diluidas 1/100 em 4gua destilada (solug¢dao B: 0,05 mg/mL), e por fim as solu¢do

B foi diluida 1/10 em CMH, obtendo-se uma concentracao final de 5 pg/mL.
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A solucdo de tetraciclina foi utilizada para Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Foi diluido 5 mg em 200 puL de dgua destilada e diluida 1/100. Esta solu¢ao
foi diluida em CMH (1/10), obtendo uma concentracao final de 25pug/mL.

A kanamicina foi preparada da mesma maneira que os outros antibidticos, com

uma concentragdo final de 10 pg/mL.

Uma solucdo de cloridrato de ciprofloxacino foi preparada a concentracdo final

de 35 pg/mL, este antibidtico foi utilizado para as 5 bactérias padrao.

3.5 - Padronizacao da suspensiao bacteriana

A suspensdo bacteriana foi padronizada adicionando-se uma cultura de 24 horas,
em tampao fosfato (PBS, phosphate buffer saline) estéril até atingir uma turvagao
equivalente ao tubo 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 10° UFC/mL). J4 para o
teste de microdiluicdo essa suspensdo foi diluida em tampao PBS estéril a 1/10,

correspondendo assim a 10’ UFC/mL (SANCHES, 2004).

A concentracdo final de bactérias foi obtida com leitura espectrofotométrica de

0,10 a 0,15 a 620 nm que corresponde a 1,5 x 10* UFC/mL.

3.6 - Avaliacio da atividade antibacteriana
3.6.1- Método de difusao em agar (MURRAY et al., 2003).

100 pL da suspensao bacteriana com 1,5 x 10® UFC/mL foram semeadas em
agar Miiller- Hinton com auxilio de al¢ga de Drigalski. Discos de papel (Whatman n°1)
com 6 mm de didmetro foram embebidos com 25 puL das solu¢des dos extratos , fragdes,
subfracdes e substancias puras nas concentragdes de 1000, 500, 250 e 125 pug/mL, bem
como foram embebidos com 25 ul. os discos para controle positivo (preparado
conforme o item 3.4) e para o controle negativo (mistura metanol, MeOH + Tween 80).
Os discos de papel foram colocados na superficie das placas de Petri, contendo o

in6culo. As placas foram incubadas por duas horas em refrigerador para garantir a
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difusdo das amostras vegetais e na sequéncia foram incubados em aerobiose em estufa a
37°C durante 24 horas. Apds incubagdo foram feitas as leituras dos halos de inibi¢do de

crescimento formados ao redor do disco, medidos em milimetros.

3.6.2- Método de diluicio em microplaca com determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) (ELLOF, 1998; NCCLS, 2003)

As amostras vegetais foram preparadas em solugdo estoque de 2000 pg/mL em
CMH e adicionados de MeOH. O teste foi realizado utilizando as colunas das
microplacas (colunas de 1 a 12). Aos orificios das linhas de A até H das colunas de 1 a
12 foram adicionados 80 uL de CMH. Aos orificios da coluna 3 da linha de A a H
foram adicionados 100 puL da solugdo-estoque do controle positivo (item 3.4), Aos
orificios das colunas de 4 a 9 apenas na linha A foram adicionados 100 pL dos extratos
vegetais, ou fracdes, ou substancias puras, sendo que das colunas de 4 a 6 uma
substancia em triplicata e nas colunas de 7 a 9 outra substancia também em triplicata.
Da linha A até H foi realizada uma dilui¢dao sucessiva transferindo 100 pL de cada
orificio para o subseqiiente, assim obteve-se um volume final de 80 pL nesses orificios
da microplaca com as concentragdes finais das amostras vegetais de 1000; 500; 250;
125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 ug/mL. Aos orificios da coluna 10 entre as linhas A até H
foram adicionados 100 pL da mistura MeOH + Tween 80 (controle negativo), € aos
orificios das colunas 11 e 12, linha A foram adicionados 100 puL das amostras vegetais

sendo a homogeneizagdo idéntica aos das colunas 4 a 9.

Subsegiientemente foi adicionado 20 pL da suspensdo bacteriana de 10’
UFC/mL (item 3.5) em cada orificio, exceto nos orificios da coluna 1 (branco) e nos

orificios de controle do extrato (colunas 11 e 12). As microplacas foram incubadas a

37°C por 24 horas.
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A Figura 3 esquematiza a realizagcdo do teste em microplacas

1
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Coluna 1: Meio de cultura Muller- Hinton

Coluna 2: Meio de cultura + bactérias

Coluna 3: Controle positivo, meio de cultura + antibidtico + bactérias
Colunas 4 a 6: Testes, meio de cultura + extratos de Maytenus + bactérias
Colunas 7 a 9: Testes, meio de cultura + extratos de Maytenus + bactérias

Coluna 10: Controle negativo, meio de cultura + 25% da mistura MeOH

CNON NON M

com Tween 80 + bactérias

Colunas 11 e 12: Controle dos extratos

Figura 3: Esquema de organizacdo das unidades experimentais empregadas no teste de
microplacas para avaliar a atividade antibacteriana dos extratos, fragdes, subfracdes e

substancias puras, frente a0s micro-organismos



Material e Metodos 27

Foi avaliada também a atividade bactericida (CBM, concentracdo bactericida
minima) com o repique da mistura dos orificios das microplacas em placas de 4gar

Mueller-Hinton.
3.6.2.1-  Realizacao da leitura espectrofotométrica

Ap0s incubagdo as placas foram submetidas a leitura no leitor de microplacas. A
inibicdo do crescimento bacteriano foi evidenciada pela auséncia de crescimento no
meio, sendo considerada a CIM a menor concentracdo da amostra vegetal capaz de

inibir o crescimento das cepas bacterianas.

3.6.2.2-  Realizacio da leitura utilizando resazurina como revelador.

A resazurina € um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducdo, que
tem sido utilizado na determina¢do da atividade antibacteriana. Foram pipetados 50 pL
de solugcdo de resazurina a concentracdo de 0,0005 mg/SmL nos orificios das
microplacas que foram incubadas em temperatura ambiente por duas horas ou até que
ocorra mudanga de coloragdo. A manuten¢do da cor azul nos orificios € interpretada
como auséncia de crescimento bacteriano e o desenvolvimento de cor rosa, como
ocorréncia de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentracdo
de amostra vegetal sem a mudanca de coloracdo para rosa (COLLINS e FRANZBLAU,
1997; PALOMINO et al. 2002; MONTEJANO, 2005).

3.7- Teste RYA com leveduras recombinantes (Laboratorio de Mutagénese- FCF)
3.7.1- Substancia e padrao utilizados

Para a realizacdo do teste de estrogenicidade foi utilizada a substancia pura
maitenina. Esta substdncia foi escolhida para a realizagdo do teste, pois sua forma

estrutural se assemelha a do estrégeno, como mostra a Figura 4.
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OH

HO
Maitenina 17 p-Estradiol

Figura 4: Forma estrutural da maitenina e do 17 B-Estradiol

3.7.2- Linhagem e plasmideos utilizados

Para este ensaio foi utilizada a linhagem BY4741 (MATa ura3A40 leu2 A0 his3 Al
met1540) obtida da EUROSCAREF, Frankfurt, Alemanha. Os plasmideos que foram
utilizados sdo pHSHEO (GREEN e CHAMBON, 1991) contendo o receptor de
estrogeno humano (HEO) clonado no vetor de expressdao constituido em levedura
pAAHS e pVITB2x e pGAL, derivados do pSFLA-178k, contendo o promotor CYC1
que regula o gene da [B-galactosidase em E. coli. O plamideo pVITB2x contém o
elemento responsivo a estrégeno (ERE2) do gene vitelogenina B1 de X. laevis. O

plasmideo pGAL possui uma seqiiéncia de reconhecimento para Gal-4p.

3.7.3- Avaliacio da atividade estrogénica

O teste RYA utiliza substancias diluidas em 10% de MeOH e foi realizado

essencialmente como descrito em Garcia-Reyero e Pina, (2005).

A levedura BY4741 transformada com os plasmideos pHSHEO e pVITB2x foi
descongelada do estoque a 70°C e crescida a 30°C, por 2-3 dias em meio minimo SD
(base nitrogenada sem aminodcidos 6,0 g/L, glicose 20 g/L) com auséncia de uracila e
leucina (-Ura-Leu) suplementado dos aminodcidos prototréficos necessarios (0,1 g/L de
histidina e metionina). A seguir, as leveduras foram crescidas em meio rico YPD

(extrato de levedura 5 g/L, peptona 10 g/L e glicose 20 g/L) por mais 2 dias. Entdo, 10
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UL dessa cultura foram inoculados em 30 mL de meio minimo, o qual foi incubado a

30°C até atingir densidade 6ptica (D.O.) goonm = 0,1.

As amostras foram dissolvidas em MeOH e colocadas em microplacas de 96
orificios. As concentracdes foram determinadas em ensaios preliminares, além do
controle negativo (solvente da amostra), positivo (10 nM de 17 B-estradiol/well) e dos
controles de toxicidade. As concentragdes utilizadas foram de 0,11 a 0,0013 mg/ mL.
Em cada orificio foram adicionados 50 pL da cultura de leveduras descritas
anteriormente. Apds isso, a microplaca foi incubada por 6 horas a 30°C com agitagao.
Decorrido esse periodo, 50 uL. de tampao de lise (Y-PER, Pierce, Rockford, USA)
foram adicionados a cada orificio e a microplaca foi novamente incubada na mesma
temperatura por mais 30 minutos. A seguir, foram adicionados 50 pL de tampao
suplementado com 0,1% de mercaptoetanol e 0,5% da solu¢cdo de MuGal. Apés breve
centrifugacdo a 1000 rpm, as microplacas foram lidas em espectrofotometro (355 nm de
excitacdo e 460 nm de emissdo). A fluorescéncia foi medida durante 15-20 minutos
(uma medida por minuto) e os valores da atividade da B-galactosidase foi avaliado pelo
aumento das unidades de fluorescéncia em relacdo ao tempo, usando o método de

regressao linear padrio.

Este ensaio quantifica a atividade estrogénica, a qual € calculada como
equivalentes de estradiol (EEQ), ou seja, a quantidade necessaria de estradiol necessaria
para produzir uma resposta semelhante a da amostra avaliada. Os valores de
fluorescéncia obtidos foram ajustados através da equagdo HILL pelo método ndo linear
como descrito por Quirds et al. (2005) e Noguerol et al. (2006), utilizando a seguinte

férmula:
EEQ: ) xiei

Onde xi representa a concentracdo da substancia avaliada calculada a partir de dados do
cromatograma LC-ESI-MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa)

e *1sdo fatores relativos de estrogenicidade correspondentes.
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Tabela 2: Protocolo dos tratamentos para avaliacdo da atividade estrogé€nica

Tratamentos Grupo Dose
Controle negativo (MeOH) 1 10 %
MAII 2 110 pg/mL
MAI I 3 36 ugmL
MAI III 4 12 ug/mL
MAI IV 5 4 ug/mL
MAIV 6 0,13 pg/mL
17-p estradiol 7 10 nM

MAI — maitenina; MeOH - metanol

3.8- Determinacao da Atividade Antioxidante (Laboratério de Bioquimica Clinica-

FCF)

Para os ensaios da atividade antioxidante foram utilizados as espécies reativas: o
cation radical ABTS™, OCI" e Taurina-cloramina, e como padrdes foram utilizadas

substancias com poder antioxidante conhecido como a Quercetina e Cisteina (Figura 5).

@)

|
HS” >~ “OH
HoN

Quercetina Cisteina

Figura 5: Quercetina e Cisteina
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Para os calculos das porcentagens de inibicdo foi utilizada a seguinte equagao
abaixo sendo que as absorbancias foram obtidas nos comprimentos de onda (nm)

especificos para cada croméforo dos sistemas utilizados:

% inibicao = 1_A, x 100

A,

Equacio para célculo das porcentagens de inibicdo.

Onde:
e Ap é a absorbancia na auséncia de amostra e

e A,é aabsorbancia na presenca de amostra.

3.8.1- Preparo dos padroes

A solucdo padrao de quercetina foi preparada na concentracdo de 0,5 g/L (1,48
mM). Esta solucdo foi diluida na proporcao de 1/30 em MeOH (0,049 mM), sendo que
no volume final do experimento a concentracio de MeOH foi de 25% e as
concentragdes das amostras variaram para determinacdo da inibicdo. A acdo

antioxidante foi determinada pela variacdo da absorbancia.

A soluc¢do padrdo de cisteina foi preparada em MeOH e na concentracdo de 17,5

g/L (0,1M). E ap6s dilui¢cao 1/100 (0,001 M).

Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados foram expressos em

média + desvio padrdo das porcentagens de inibi¢do calculadas através da equacao.

3.8.2- Preparo das solucoes dos extratos vegetais

Para realizacdo dos ensaios de atividade antioxidante, foram utilizados os

extratos brutos EtOH e DCM, e duas substancias puras (catequina e maitenina). Os
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extratos vegetais foram preparados inicialmente na concentracdo de 500ug/mL em

MeOH e diluidos para os ensaios em solucido aquosa com 25% de MeOH.

3.8.3- Ensaio de captura do radical cation ABTS™

O radical catidnico do ABTS" [2,2’-azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid)] € utilizado para avaliar as habilidades dos flavondides e agentes fendlicos como

scavengers de radicais (PELLEGRINI et al., 1998).

O ABTS™ € gerado em solu¢do tamponada PBS pH 7,2, em substitui¢do do
etanol, apresenta picos de absorbancia em 630 nm, 734 nm e 812 nm. Nos ensaios
avaliou-se a acdo antioxidante das amostras pelo decréscimo da absorbancia em 734
nm, apés 30 minutos de incubagdo. Os resultados foram expressos em média + desvio

padrdo das porcentagens de inibi¢do.

O ABTS" foi pela reacdo de oxidagdo do ABTS™ (7 mM) pelo K,S,05 (51 mM)

em tampdo PBS 10 mM, pH7,4. Ap6s 12-16 horas no escuro e a temperatura ambiente

Para os ensaios diluiu-se o ABTS™ 1/20, foi feita uma solucio de trabalho em
PBS 10 mM pH 7.4. A absorbancia desta solucdo foi aproximadamente 0.700 a 734 nm,

contra o branco de tampao.

A max. 342 nm

A max. 734 nm

Figura 6: Formagao do cation radical ABTS™
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3.8.4- Ensaio da captura do OCI’

Para este ensaio foi utilizado PBS 50 mM, pH 7,4. Foram utilizados 4 pL de
HOCI na concentragdo de 4,57 mM previamente diluido (1:6) em hidréxido de sédio
(NaOH) pH 12,0, e concentracdes variadas dos extratos vegetais, mantendo-se a
proporcao de 25 % de MeOH no volume final do ensaio e incubag¢do por 5 minutos.
Ap06s incubagdo foram adicionados 60 pL de 3,5,3’,5’-tetrametilbenzidina (TMB), 7
mM preparado no momento do uso e nova incubagdo por 5 minutos. A leitura das
absorbancias foi a 655 nm. A concentracao solugdo estoque de HOCI foi determinada
espectrofotometricamente, através de seu coeficiente de extingdo molar em 295 nm

(350 M'em™!; ZGLICZYNSKI et al., 1971).

Figura 7: Reacdo de oxidacdo do 3,5,3°,5 -tetrametilbenzidina (TMB)

3.8.5- Ensaio da captura da Taurina- cloramina

As reacdes sao realizadas segundo Costa et al. (2004), com adaptacdes para o
sistema “quimico” no qual a TauCl (30 uM) é obtida através da reagdo do OCI (30
uM) com Tau (5 mM) por 5 minutos em PBS pH 7.4.

Neste ensaio utilizou-se a reacdo do HOCI 4,57 mM, previamente diluido em
NaOH pH 12,0 (1:6), com Tau (1464 mM) em PBS 50 mM, pH 7,4 (HARRINSON &
SCHULTZ, 1976). As amostras vegetais foram adicionadas a mistura, mantendo a
propor¢ao de 25% de MeOH no volume final da reacdo na microplaca, seguindo-se
incubacado de 5 minutos, a formagao de TAuCl foi revelada pela adi¢do de TMB, e as

leituras realizadas a 655 nm.
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4- RESULTADOS

4.1 - Método de difusao em agar

Os testes foram realizados e os resultados constam nas Tabelas 3 e 4. Os extratos
foram testados nas concentragdes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL, frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Nenhumas das amostras vegetais apresentaram atividade

antibacteriana.

Tabela 3: Halos de inibi¢do de crescimento (mm) da atividade antibacteriana do extrato

etandlico de Maytenus ilicifolia pelo método de difusdo em dgar

Extrato EtOH
o pg/mL Antibiéticos

pactertas 1000 500 250 125 Amp Cipro Kana. Tetra. Vanco. RIS

S. aureus - - - - NT - -

E. coli - - - - NT - - - -

E. faecalis - - - - NT - - -

P. aeruginosa - - - - NT - - - -

B. subtilis - - - - NT -

- (ndo houve formacao de halo de inibicdo de crescimento ao redor do disco); NT= Nao testado;
Halos de inibicao de crescimento medidos em mm.

Etandlico = EtOH; Ampicilina= Amp.; Ciprofloxacino= Cipro.; Kanamicina= Kana.; Tetraciclina=
Tetra.; Vancomicina= Vanco; Metanol = MeOH.
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Tabela 4: Halos de inibi¢do de crescimento (mm) da atividade antibacteriana em

difusdo em agar do extrato diclorometano de Maytenus ilicifolia

Extrato DCM
pg/mL Antibioticos
Bactérias MeOH

1000 500 250 125 Amp Cipro. Kana. Tetra. Vanco.

S. aureus - - - - NT NT -
E. coli - - - - - NT NT - -

E. faecalis - - - - - NT NT -
P.aeruginosa - - - - - NT NT - -
B.subtilis - - - - NT NT -

- (ndo houve formacao de halo de inibicao de crescimento ao redor do disco); NT= Nao testado;
Halos de inibicdo de crescimento medidos em mm.

Diclorometano = DCM; Ampicilina= Amp.; Ciprofloxacino= Cipro.; Kanamicina= Kana.; Tetraciclina=
Tetra.; Vancomicina= Vanco.; Metanol = MeOH.

Os resultados negativos dos extratos EtOH e DCM com todas as bactérias
utilizadas, sugerem que os extratos ndo se difundiram no meio de cultura, j4 que os
extratos sdo de natureza hidrofébica, e o meio de cultura é de natureza aquosa,
possuindo grande parte de dgua, e portanto os ensaios foram entio realizados com a
adicdo de 20% de um tensoativo ja conhecido e preconizado pela Farmacopéia

Brasileira, o Tween 80.
Os resultados obtidos foram entio:

Extrato DCM com halo de inibi¢ao de crescimento de 10 e 8 mm de diametro
para Staphylococcus aureus, nas concentragdes de 1000 e 500 pg/mL respectivamente,
para Enterococcus faecalis um halo de inibicdo de crescimento de 11 e 9 mm de
didmetro nas concentragdes de 1000 e 500 pg/mL respectivamente e para Bacillus
subtilis um halo de inibi¢do de crescimento de 12 e 8§ mm de didmetro também nas
concentracdes de 1000 e 500 ug/mL. J4 para as bactérias Gram negativas o extrato

DCM nao apresentou atividade nas concentracdes testadas (tabela 5).

Todos os extratos vegetais que foram testados estdo representados na tabela 7.
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Tabela S: Halos de inibi¢do de crescimento (mm) da atividade antibacteriana do extrato

diclorometano de Maytenus ilicifolia com adi¢do de 20% de Tween 80 em difusdo em

agar
Extrato DCM
pg/mL Antibiéticos
Bactérias MeOH
1000 500 250 125 Amp Cipro. Kana. Tetra. Vanco.
S. aureus - - NT NT -
E. coli - - - - - NT NT - -
E. faecalis - - - NT NT -
P.aeruginosa - - - - - NT NT - -
B.subtilis - - NT NT -

- (n3o houve formacao de halo de inibicao de crescimento ao redor do disco); NT= Nao testado;
Halos de inibicao de crescimento medidos em mm.

Diclorometano = DCM; Ampicilina= Amp.; Ciprofloxacino= Cipro.; Kanamicina= Kana.; Tetraciclina=
Tetra.; Vancomicina= Vanco.; Metanol = MeOH.

A maitenina apresentou atividade antibacteriana com halo de inibi¢do de
crescimento de 13, 13 12 e 10 mm de didmetro para Staphylococcus aureus, nas
concentracdes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL respectivamente. Para Enterococcus
faecalis um halo de inibicdo de crescimento de 13, 14, 13 e 12 mm de didmetro nas
concentracdes de 1000, 500, 250 e 125 ug/mL respectivamente e para Bacillus subtilis
um halo de inibicao de crescimento de 12, 11, 11, e 11 mm de didmetro também nas
concentragdes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL. E para as bactérias Gram negativas a

maitenina ndo apresentou atividade nas concentracdes testadas (tabela 6).
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Tabela 6: Halos de inibicdo de crescimento (mm) da atividade antibacteriana em

difusdo em 4gar da substancia pura Maitenina com adicao de 20% de Tween 80

Maitenina
Bactérias pg/mL Antibiéticos MeOH
+ Tween
1000 500 250 125 Amp Tetra. Kana. Cipro. Vanco. 80
S. aureus NT NT -
E. coli - - - - - - NT NT -
E. faecalis i} NT NT .
P. aeruginosa i i i i i i NT NT )
B. subtilis NT NT -

- (ndo houve formacao de halo de inibicao de crescimento ao redor do disco); NT= Nao testado;
Halos de inibicdo de crescimento medidos em mm.

Ampicilina= Amp.; Ciprofloxacino= Cipro.; Kanamicina= Kana.; Tetraciclina= Tetra.; Vancomicina=
Vanco.; MeOH = metanol.
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Tabela 7: Atividade antibacteriana das amostras vegetais de Maytenus ilicifolia,

diluidas em 20% de Tween 80, pela metodologia de difusdo em agar

Extrato
Classificacao

Staphylococcus Escherichia Enterococcus

aureus

coli

faecalis

Pseudomonas
aeruginosa

Bacillus
subtilis

1- Extrato EtOH

2- Extrato DCM

3- Particdo
hexano/acetato
4- Particao
hidroalcéolica

5- Subfracdo 1
6- Subfracdo 2
7- Subfracdo 3
8- Subfragdo 4
9- Subfracdo 5
10- Subfracao 6
11- Subfragao 7
12- Subfracao 9
13- Subfracao 10
14- Alcaléide 1
15- Alcaléide 2
16- Alcaléide 3
17- Catequina

18- Maitenina

Controle Positivo
(Ciprofloxacino)
Controle Negativo
(MeOH +Tween)

- (sem atividade, nao houve formacao de halo ao redor do disco);
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A Figura 8 ilustra o teste de difusdo em agar.

1000 Tetra.

500 M/T Cipro.

250

125

Figura 8: Teste de difusdo em agar da maitenina frente a bactéria Bacillus subtilis

4.2- Teste de diluicio em microplacas.

Apresentaram atividade antibacteriana, o extrato DCM e a substancia pura
maitenina, para Staphylococcus aureus com CIM= 31,25 e 048 pg/mL
respectivamente, para Enterococcus faecalis com CIM= 39 e 0,48 upg/mL

respectivamente e para Bacillus subtilis com CIM= 3,9 e 0,48 ug/mL respectivamente

As demais amostras vegetais ndo apresentaram atividade antibacteriana quando

testadas pelo método de dilui¢do em microplacas.

A Tabela 8 resume os resultados obtidos neste ensaio. Estes resultados foram

realizados em triplicatas.

A concentragao inicial foi de 1000 pg/mL indicando que se ndo houve atividade
nesta concentracao nao significa que a substancia nao tenha atividade contra as bactérias

testadas.
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Tabela 8: Atividade antibacteriana com determinagdo da Concentracdo Inibitdria

Minima (CIM) em pg/mL, pela técnica de dilui¢do em microplaca

Extrato
Classificacao

Staphylococcu  Escherichia  Enterococcus

S aureus

coli

faecalis

Pseudomonas
aeruginosa

Bacillus
subtilis

1- Extrato EtOH

2- Extrato DCM

3- Particao
hexano/acetato
4- Particao
hidroalcéolica

5- Subfragdo 1
6- Subfracdo 2
7- Subfragdo 3
8- Subfragdo 4
9- Subfracdo 5
10- Subfracao 6
11- Subfracdo 7
12- Subfracao 9
13- Subfragao 10
14- Alcaléide 1
15- Alcaldide 2
16- Alcaléide 3
17- Catequina

18- Maitenina

Controle Positivo
(Ciprofloxacino)
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A figura 9 ilustra os resultados da atividade antibacteriana pela técnica de

diluicao em microplaca.

Figura 9: Teste de atividade antibacteriana pela técnica de diluicdo em microplaca

(maitenina frente a Staphylococcus aureus)

4.3- Comparacao dos resultados obtidos pela técnica de difusao em agar e

microplacas

Foi demonstrado que a microdilui¢io € a técnica mais sensivel que a difusdo em

agar. A Tabela 9 mostra essa comparagdo entre as duas técnicas.

Tabela 9: Atividade antibacteriana e Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL,

pelas técnicas de diluicdo em microplaca e difusdo em dgar

Extrato
Vegetal Microdiluicao Difusao em agar Controle

CIM (ug/inL) Positivo

Bactérias br]?lf(t)r]gt((l)M Maitenina brﬁf;rlgth Maitenina (Cipro.)
S. aureus 35
E. coli - - - - 35
E. faecalis 35
P. aeruginosa - - - - 35

B. subtilis 35
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4.4- Determinacao da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Apenas duas amostras apresentaram atividade antibacteriana o extrato DCM e a

substancia pura maitenina.

Este teste consiste em verificarem quais concentracdes as substincias que

apresentaram atividade antibacteriana sdo bacteriostdticas ou bactericidas.

Tabela 10: Determina¢do da concentracdo bacteriostdtica e bactericida minima em

pg/mL, das 2 amostras com atividade

Extrato Concentraciao

Concentraciao . P
Vegetal Bacteriostatica Minima Bactericida Minima

P DU Maitenina Extrato Maitenina
Bactérias bruto DCM bruto DCM
S. aureus
E. coli NT NT NT NT
E. faecalis
P. aeruginosa NT NT NT NT
B. subtilis

NT= Nao testado

4.5- Determinaciao da atividade estrogénica

Os resultados obtidos nos tratamentos com as diferentes concentracdes de

maitenina, e seus respectivos controles estdo apresentados na Figura 10.

Nenhuma diferenca significativa nas unidades de fluorescéncia foi observada
entre as diferentes concentracdes de maitenina quando comparados com o controle
negativo (solvente da amostra, 10 % de MeOH), revelando auséncia de efeito
estrogénico nas doses usadas. Por outro lado, no tratamento com o estrégeno natural 17-
B estradiol (controle positivo) podemos observar um aumento significativo das unidades
de fluorescéncia quando comparadas com o controle (P < 0,05), demonstrando a

sensibilidade do sistema-teste.
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MeOH - metanol; MAI — maitenina ( 110, 36, 12, 4 e 0,13 pg/mL)

Figura 10 - Média das unidades de fluorescéncia obtidas através do tratamento com

diferentes concentragdes de maitenina, e seus respectivos controles.

4.6- Determinacao da Atividade antioxidante

Para estes ensaios foram utilizados, dois extratos (EtOH e DCM) e dois compostos
puros (catequina, e maitenina), sendo a catequina isolada do extrato EtOH e a maitenina

do extrato DCM.
Foram realizados testes para as espécies ABTS", OCI e TauCl.

As figuras 11 a 16 mostram gréaficos que representam a absorbincia para as

substancias em fun¢do da concentracdo em pg/mL.
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Figura 11: Extrato etandlico para as espécies ABTS", OCI e Taurina-cloramina
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Figura 16: Quercetina para as espécies ABTS", OCI ~ e Taurina-cloramina

A tabela 11 mostra o ICsy (quantidade de substincia capaz de interagir com 50%

dos radicais livres) em pg/mL, das substancias para cada radical testado, comparados

com os padroes.
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Tabela 11: Valores de ICsy (ug/mL) obtidos nos ensaios da atividade antioxidante dos

extratos e compostos de Maytenus ilicifolia

Extrato
Classificacio ABTS™ oCr TauCl
1- Extrato EtOH 0,93 6,58 2,18
2- Extrato DCM 25,08 e 80,17
3- Catequina 2,76 14,65 23,20
4- Maitenina 37,35 55,96 95,59
Quercetina 1,14 1,46 1,39
Cisteina - 3,10 2,40

Estes resultados mostram que o extrato EtOH € o que possui maior atividade
antioxidante, precedido da catequina. A maitenina e o extrato DCM também possuem
atividade antioxidante, porém com menor poténcia. Nao foi possivel realizar o teste com
o radical OCI para o extrato DCM, devido a turvacdao do meio impossibilitando a leitura

espectrofotométrica.

Estes resultados se confirmam quando observamos a estrutura molecular da
catequina e da maitenina, podendo assim observar a quantidade diferente de hidroxilas
presentes em cada uma delas, o que sugere maior atividade antioxidante para a

catequina, pois apresenta maior numero de hidroxilas (figura 17).

OH
OCH,

OH

Maitenina Catequina

Figura 17: Estruturas moleculares de substancias isoladas de M. ilicifolia
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5- DISCUSSAO

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessdria devido ao
surgimento de micro-organismos resistentes e de infeccdes oportunistas fatais,
associadas a AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome), quimioterapia
antineopldsica e transplantes (PENNA er al., 2001). O estudo de agentes
antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial em vdrios setores do
campo farmacéutico e cosmético. Desta forma, tais pesquisas podem contribuir
significativamente no desenvolvimento da drea da saide em nivel mundial, encontrando
substancias mais eficazes e menos toxicas na corrida contra a resisténcia e o surgimento
de micro-organismos patogénicos (MICHELIN et al., 2005; LEITAO et al., 2006;
LIMA et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2007; SAUDE-GUIMARAES E FARIA,
2007).

A busca por opgdes terap€uticas para diferentes patologias faz da pesquisa de
produtos naturais um campo fértil em opcdes de moléculas com diferentes atividades
bioldgicas. As plantas apresentam em seus metabodlitos secundarios uma grande fonte de
possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais variadas estruturas e

propriedades quimicas.

Existem vdrios métodos para avaliar 4 atividade antibacteriana dos extratos
vegetais. Dentre os mais utilizados incluem o método de difusdo em édgar, e o método da
microdilui¢do. As variagdes referentes a determinagcdo da CIM de extratos de plantas
podem ser atribuidas a vdrios fatores. Dentre eles podemos citar a técnica aplicada, o
micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, o
preparo dos extratos (plantas frescas ou secas) e a quantidade de extrato testada. Assim,
fica dificil padronizar metodologias para expressar os resultados de testes

antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL et al., 2004).

Os resultados obtidos nestes experimentos mostram que através dos métodos
de difus@do em 4gar e diluicio em microplacas foram possiveis observar atividade

antibacteriana de algumas substancias estudadas.

Das 18 amostras analisadas provenientes da espécie M. ilicifolia, duas

apresentaram atividade antibacteriana porém, esta atividade foi diferente em cada
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metodologia, a atividade antibacteriana foi mais potente nos testes de microplacas

quando comparadas a atividade dos testes em difusdo (tabela 9).

Com os resultados apresentados foi observado que as bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli foram resistentes a todos os extratos vegetais estudados,
confirmando a grande resisténcia que estes micro-organismos apresentam frente 4 acdao

de substancias antimicrobianas (MURRAY et al., 2003).

A maitenina apresentou uma boa atividade contra as bactérias Gram positivas
confirmando os testes realizados com esta substancia. Um dos primeiros mostrou que a
maitenina apresenta atividade antibacteriana ‘“’in vitro’’ frente as bactérias Gram

positivas, tais como: o Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus spp.

(TESKE, 1994). Na Argentina também se constatou esses resultados (ALONSO, 1998).

Segundo Ostrosky et al. (2008) a atividade antibacteriana realizada em
microplacas € até 30 vezes mais sensivel que o teste realizado em 4gar difusdo, fato esse
que ao longo do teste se confirmou (tabela 8) pois podemos notar que as substincias que
apresentaram atividade antibacteriana, apresentaram uma atividade muito mais potente

quando testadas em microdilui¢do do que quando testadas em difusao.

A maitenina apresenta atividade inibitéria de sarcomas em experimentos
realizados. Quando estas provas foram ensaiadas em pacientes com distintas patologias
neoplésicas avangadas resistentes a quimioterapia, pode-se observar resultados positivos
empregando-se doses de 150 pug/kg didrios em carcinomas epidermoides nas amidalas,
na base da lingua e na faringe. Em todos os casos, a redu¢do das lesdes foi entre 40 e
60% durante o periodo do experimento, ndo se observando toxicidade gastrintestinal e

nem alteracdes hematoldgicas (TESKE, 1994; SOARES, 2000).

Experimentos realizados na Escola Paulista de Medicina (Unifesp)
demonstraram o efeito antiulcerogénico da infusdo de M. ilicifolia administrado via
intra-peritoneal e oral em ratas com tlcera gastrica induzidas por indometacina e por

situagdes de stress fisico. (COIMBRA, 1994; TESKE, 1994; SOARES, 2000).

Embora o mecanismo de acao da atividade antimicrobiana de M. ilicifolia ndo seja
conhecida, esta acdo certamente estd relacionada a sua composi¢do quimica. A presenca

de compostos fendlicos, aldeidos e dlcoois lhes conferem alto poder anti-séptico.
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Segundo Simdes ef al., 1999 apesar de o mecanismo de acdo da atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais ndo seja bem conhecido, evidentemente a poténcia
bactericida e anti-séptica dos mesmos estdo diretamente relacionadas a sua composi¢ao
quimica, isso ocorre, pois & presenca de compostos fendlicos, aldeidos, dlcoois e
antimalaricos. O uso da espécie Celastraceac na medicina popular deve estar
relacionado ao seu conteido de flavondides e triterpenos quinonametideos

(CARVALHO et al., 2005).

Neste trabalho também foi avaliado a estrogenicidade da substancia pura
maitenina por meio do Teste RYA que utiliza como modelo experimental leveduras

recombinantes.

A Environmental Protection Association (EPA) considera a identificagdo dos
interferentes enddcrinos como uma das cinco principais dreas de pesquisa da
organizacdo, havendo ainda muito a ser conhecido sobre efeitos e formas de neutraliza-

los (COONEY, 1997).

Tem sido investigado um grande ndmero de substincias que sdo indicadas como
possiveis contribuintes para a perturbacdo do sistema enddcrino. Algumas
demonstraram ter efeitos enddcrinos, de poténcia variada, em testes laboratoriais in
vitro e in vivo, enquanto outras tém poucos dados confirmando tal atividade (EPA,

1998).

No presente estudo, a substancia maitenina foi avaliada devido a semelhante de
sua estrutura quimica com o estrégeno natural 17-p estradiol. No entanto, a substancia

ndo exibiu atividade estrogénica.

Estd bem estabelecido que os fitoestrogenos pertencem a diferentes classes de
compostos, portanto, estruturas quimicas por si s0 ndo sdo suficientes para prever a
atividade estrogénica. Por esta razdo, a investigacdo quimica guiada por bioensaios
podem acrescentar informacdes importantes sobre a atividade estrogénica de plantas

(RIGGS e HARTMANN, 2003).

Ja foi demonstrado que os estrogenos vegetais tém a capacidade de interromper
a gravidez precoce em ratos e camundongos através da inibicio do aumento de

estrogénio necessdrio para a implantacdo. Em camundongos e humanos, os estrégenos
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também desempenham um papel fundamental na implantacdo, porque participa do
equilibrio estrogénio/progesterona e, assim, na receptividade do tutero para o embrido

(DENKER, 1994).

Montanari e Bevilacqua (2002) revelaram em um estudo de estrogenicidade, que
a perda embriondria de camundongos pode ter sido causada pela atividade estrogé€nica
do extrato de M. ilicifolia. Entretanto, no presente estudo, a maitenina nao apresentou a
atividade estrogénica nas condicdes utilizadas. Tal resultado pode estar relacionado com
o sistema-teste empregado no presente estudo ou pode ser devido a outros componentes
do extrato. A atividade estrogénica de uma substancia resulta a partir da sua interacao
direta com o receptor de estrogeno (ZACHAREWSKI, 1998). O receptor de estrégeno
tem capacidade de se ligar a uma série de compostos com diferengas estruturais
(KUIPER et al., 1998). Entretanto, o potencial de cada substancia pode ser devido a sua
afinidade aos receptores. Embora as leveduras apresentem diversas vantagens, muitos
fatores podem afetar a atividade estrogénica de uma substincia quando testada neste
sistema-teste (ZACHAREWSKI, 1998). As desvantagens do sistema pode surgir pela
incapacidade de distinguir antiestrégenos que exercam atividade agonista parcial na
levedura (LEGLER et al., 2002), bem como diferencas na permeabilidade dos
compostos através da parede celular da levedura (LYTTLE et al., 1992).

A prevencdo as doengas tem sido aceita como a maneira mais promissora de se
controlar patologias. Devido ao potencial carcinogénico de antioxidantes sintéticos, os
antioxidantes naturais sdo alvos alternativos para minimizar ou retardar os processos de

deterioragdo oxidativa em alimentos e para o desenvolvimento de alimentos funcionais.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos de plantas deve-se as suas
propriedades de oxido reducdo e estruturas quimicas, que possibilitam a estes
compostos exercerem a funcdo de neutralizar radicais livres (CHUN er al., 2005).
Compostos fendlicos oriundos do metabolismo secundério das plantas sdo bons agentes
antioxidantes naturais (ATOUI et al., 2005). Os antioxidantes presentes em extratos de
plantas vém atraindo cada vez mais a atencdo dos consumidores e o uso de plantas com
propriedades farmacoldgicas também chama a atencdo dos pesquisadores. Extratos de
frutas, cereais, e de diferentes vegetais, e seus produtos derivados, t€m mostrado
atividades antioxidantes efetivas em diferentes sistemas modelos (SUN E HO, 2005). A

atividade antioxidante de compostos organicos ¢ dependente de algumas caracteristicas
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estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de grupamentos fendlicos.
Desta forma, flavondides, fenilpropandides e outros compostos aromaticos sao 0s
principais alvos da busca por antioxidantes. Bolzani ef al. (1995) identificaram agdo

anticancer por parte do extrato metandlico das folhas de Prerogyne nitens.

O ensaio de captura contra 0 ABTS" foi realizado como triagem da atividade
antioxidante destes extratos vegetais, os quais apresentaram atividade antioxidante
relativamente boa, em comparacdo ao padrio de quercetina. Justificando assim
continuidade dos demais ensaios para determinar o potencial antioxidante frente as ERO

de relevancia bioldgica.

Segundo Vellosa et al. (2007) o extrato bruto EtOH de Maytenus ilicifolia é uma
possivel fonte de antioxidantes, pois este extrato ja havia sido testado para os sistemas
ABTS" e OCI, fato esse confirmado neste estudo. E possivel observar que hd potenciais

diferentes dos extratos estudados para atuar sobre diferentes espécies reativas.
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6- CONCLUSOES

I - O extrato diclorometanico apresentou atividade antibacteriana para as bactérias
Gram-positivas Stapylococcus aureus, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis, quando

o extrato EtOH nao apresentou atividade.

II - Para a determinagdo da atividade antibacteriana, foi possivel observar que a
técnica de microdiluicio mostrou-se mais sensivel quando comparada 4 técnica de disco

difusdo em agar.

III- As substincias testadas apresentaram atividade antioxidante, ressaltando que
o extrato EtOH e a catequina foram quem tiveram uma Otima e boa atividade,

respectivamente, quando comparado ao padrao quercetina.

IV- Destacou-se a atividade antibacteriana da maitenina que poderia ser
empregada para o controle terap€utico de bactérias, que a cada dia tornam-se mais

resistentes a acdo dos muitos antimicrobianos empregados atualmente.

V- Apesar de a estrutura ser semelhante a do estrégeno a maitenina ndo
apresentou atividade estrogénica pelo teste RYA. Sendo necessdrios mais testes
estrogénicos para poder afirmar se a maitenina realmente ndo possui atividade

estrogénica.
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