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RESUMO

O estudo de plantas medicinais tem levado a descoberta de substancias farmacologicamente ativas.
A espécie Psychotria nuda (Cham. e Schitdl.) Wawra é uma planta arbustiva que se encontra
distribuida na Floresta Atlantica na costa leste do Brasil e ndo possui estudos fitoquimicos
aprofundados e nem descrigcdo completa de suas atividades biolégicas até o momento. O presente
trabalho buscou avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e citotoxica da espécie. O extrato
hidroalcodlico ndo demonstrou atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans. Entretanto, nos ensaios antioxidantes, o extrato apresentou acao
sequestradora do radical catibnico ABTS®" (ICso: 33,48 + 1,99 pg/mL), e foi capaz de reduzir a
peroxidacao lipidica induzida pelo radical AAPH em eritrocitos (ICso: 31,59 £ 4,14 pug/mL para 3 horas
de incubacao) sem exercer atividade citotdxica nestas células. Demonstrou uma atividade moderada
sobre o acido hipocloroso (ICsq: 359,24 + 4,57 ug/mL) e reduzida para os modelos de captacédo do
radical DDPH® (ICy: 118,76 * 28,83 pg/mL), anion superdxido (IC.s: 196,92 + 0,270 pg/mL), e no
modelo enzimético de oxidagdo induzida pelo HRP (ICy: 104,15 + 18,15 pg/mL). Observamos uma
elevada citotoxicidade no modelo de viabilidade celular pelo MTT frente a linhagem epitelial HaCaT
(CLsp: 7,72 = 1,22 pg/mL) e moderada citotoxicidade para a linhagem de fibroblastos embrionéarios de
camundongo NIH3T3 (CLse: 61,65 + 5,12ug/mL). No ensaio de citotoxicidade de incorporacdo do
corante vermelho neutro para ambas linhagens, observamos uma elevada citotoxicidade (CLso: 6,07 +
0,79 pg/mL) frente & linhagem HaCaT; porém nenhum efeito do extrato sobre a linhagem NIH3T3 nas
concentracdes testadas. O extrato demonstrou uma potencial atividade antioxidante e citotoxica, e a
avaliacdo do extrato bruto permite a condugcdo de pesquisas para identificacdo de moléculas
biologicamente ativas.

Palavras-chave: Psychotria nuda, antioxidante, antimicrobiano, citotoxicidade.



ABSTRACT

The medicinal plants study has led to the discovery of pharmacologically active substances. The
species Psychotria nuda (Cham. and Schitdl.) Wawra is a shrubby plant distributed in the Atlantic
Forest at the east coast of Brazil and haven’t phytochemical studies and no description of their
biological activities until the present moment. This study evaluated the antimicrobial, antioxidant and
cytotoxic activity. The hydroalcoholic extract showed no antimicrobial activity against strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans. However, in antioxidants tests, the
extract showed antioxidant action scavenger of cationic radical ABTS®" (ICs: 33,48 + 1,99 pg/mL),
and was able to reduce lipid peroxidation induced by AAPH radical on erythrocytes (ICso: 31,59 £ 4,14
png/mL for 3 hours incubation) without cytotoxic effect in these cells. It showed a moderate antioxidant
activity of hypochlorous acid (ICso: 359,24 + 4,57 pg/mL) and reduced activity to scavenger DDPH*
radical (ICy: 118,76 = 28,83 ug/mL), superoxide anion (IC.;s: 196,92 + 0,270 pg/mL), and the
enzymatic oxidation induced by HRP (ICy: 104,15 + 18,15 pg/mL). We observed high cytotoxicity
assessment models of cell viability by MTT in epithelial HaCaT cells (CLse: 7,72 + 1,22 pg/mL) and a
moderate citotoxicity for the strain of mouse embryonic fibroblast NIH3T3 (CLsgo: 61,65 £ 5,12 pg/mL).
In assay of neutral red dye incorporation in both lineage cells, we observed a high cytotoxicity in
HaCaT cells (CLgy: 6,07 = 0,79 pg/mL), but no effect of the extract over NIH3T3 cells at the used
concentrations. The extract showed potential antioxidant and cytotoxic activity, and evaluation of
crude extract allow us to conducting further research to identify the biologically active molecules

Keywords: Psychotria nuda, antioxidant, antimicrobial, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no tratamento e cura de doencas € muito
antigo, sendo que até o século 16, o seu uso foi a maior fonte de tratamento e
profilaxia contra diversas doencas. Para que os efeitos farmacolégicos dessa
utilizacdo sejam comprovados & necessario realizar uma exploragdo cientifica
interdisciplinar de agentes biologicamente ativos presentes nas plantas
tradicionalmente empregadas por determinado agrupamento humano. Entre 1981
e 2006, aproximadamente 52% das pequenas moléculas descobertas ou em fase
de desenvolvimento foram derivadas de produtos naturais (KELLY, 2009; MACIEL
et al., 2002; MORAES, 2011)

Os compostos quimicos presentes nas plantas se originam dos processos
vitais de biossintese, que sdo responsaveis pela formacdo, acumulo e
degradacdo de inimeras substéncias organicas nas plantas. Esses processos
envolvem o metabolismo primario, que fornece moléculas envolvidas nas fungées
basicas essenciais da vida celular; e, o metabolismo secundario, responsavel pela
producdo de substancias que participam das interacdes intra e intercelular do
proprio organismo. Substancias provenientes do metabolismo secundario das
plantas sdo responsaveis pelo mecanismo de defesa da planta contra micro-
organismos, virus, insetos e outros patégenos ou predadores e pelo crescimento
e desenvolvimento da mesma. Nas Ultimas décadas houve um grande avancgo
cientifico no estudo dos vegetais, objetivando a extracao e elucidacéo estrutural
destas moléculas (FERREIRA; AQUILA, 2000; FILHO, 2010; SILVA, MIRANDA,
CONCEICAO, 2010).

Em virtude disso, foram realizadas diversas pesquisas com a finalidade de
procurar novas substancias farmacologicamente ativas em plantas. Isto tem
levado a descoberta de diversos farmacos clinicamente Gteis para o tratamento de
varias patologias (LIMA et al., 2006; SILVA et al., 2009).

Neste trabalho utilizamos a espécie Psychotria nuda (Cham. e Schitdl.)
Wawra que é uma planta nativa e encontra-se amplamente distribuida na Floresta
Atlantica na costa leste do Brasil. No género Psychotria L., os alcaloides sao os
principais metabdlitos secundarios encontrados, e varias atividades bioldgicas
descritas entre essas espécies foram atribuidas a esses metabdlitos. (MIGUEL;
MORAES; CUNHA, 2009; TAILOR, 2010).
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Como esta espécie ndo possui estudos fitoquimicos aprofundados e nem
descricdo completa de suas atividades biologicas até o presente momento; o
presente trabalho buscou avaliar a atividade antioxidante, antimicrobiana e

citotdbxica da mesma.
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2 REVISAO LITERARIA

2.1 FAMILIA RUBIACEAE

A familia Rubiaceae € um dos mais importantes componentes das florestas
neotropicais, estando entre as cinco familias de maior riqueza de espécies na
Floresta Atlantica (FONSECA; ALMEIDA; ALVES, 2008). Abrange cerca de 650
géneros e 12.000 espécies distribuidas principalmente das regifes tropicais e
subtropicais do mundo. No Brasil, esta representada por 101 géneros e 1010
espécies, distribuidas por diversas areas, principalmente na Floresta Atlantica
(DELPRETE, 1999; BARROSO 1991; apud PEREIRA, 2007).

Vérias atividades biologicas foram atribuidas as espécies pertencentes a
familia Rubiaceae, tais como antimicrobiana, antimalarica, hepatoprotetora,
antioxidante, entre outras (CHOUDHURY, CHOUDHURY, BARUAH, 2012).
Segundo uma revisdo elaborada por Choudhury, Choudhury, Baruah (2012),
diversas espécies da familia Rubiaceae apresentam atividade antimicrobiana
frente a diferentes cepas bacterianas, incluindo o extrato metandlico da casca de
Psychotria gardneri (Thwaites) Hook. F., o extrato metandlico da casca de
Psychotria nigra (Gaertn.) Alston, o extrato éter das partes aéreas de Psychotria
reevesii Wall. ex Roxb. e o extrato diclorometano da casca de Psychotria
stenophylla (Thwaites) Hook. f..

O género Psychotria L. é o maior da familia Rubiaceae, com cerca de 2000
espécies de distribuicdo tropical. A Farmacopeia Europeia descreve que as
preparacdes de Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes atuam como medicacao
emeética e expectorante. Ja a infusdo em &gua fria de folhas maceradas de
Psychotria uliginosa Sw. MED. é utilizada pela medicina popular para tratar
problemas digestivos e condicbes febris (ACHENBACH et al., 1995; ALMEIDA,
ALVES, 2000; JOLI et al., 1987).

As atividades biologicas deste género geralmente estdo relacionadas a
composicdo quimica alcaloidica. Os alcaloides desempenham um papel
importante nas interacdes de plantas com outros organismos, tais como
herbivoros, micrébios, insetos, plantas e outros (FACCHINI, 2001; PARANHOS et
al., 2009; VEROTTA et al., 1999)
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Segundo Silva & Aragao (2009), os alcaloides podem ser extraidos em
solvente etanol:dgua; esta extracdo apresentou uma maior eficiéncia extrativa em
comparacdo a decoccdo em meio acido recomendado pela Farmacopéia
Brasileira (1988); uma vez que o etanol foi capaz de baixar a constante dielétrica
da &gua, melhorando em principio a solubilidade das substancias semi-polares
como é o caso dos alcaloides.

Moraes et al. (2011) demonstraram que o0 extrato etanolico de varias
plantas deste género foram capazes de inibir o crescimento do Mycobacteirum
bovis BCG em diferentes concentracdes, sendo que, a Psychotria pubigera
Schlitdl.,, Psychotria ruelliifolia (Cham. & Schltdl.) Mdall. Arg. e Psychotria
stachyoides Benth. apresentaram uma inibicdo do crescimento superior a 50% na
concentracao de 4 pg/mL.

Na regido amazobnica a populacdo nativa utiliza um preparado de plantas
como analgésico tradicional, entre essas plantas estd Psychotria colorata (Willd.
ex Roem. & Schult.) Mull. Arg., que parece ser o0 constituinte principal por possuir
alcaloides com atividades analgésicas (VEROTTA et al., 1999). Kato et al. (2012)
demonstraram que alcaloides isolados de Psychotria prunifolia (Kunth) Steyerm.
apresentaram atividade contra as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis e Trypanosoma cruzi.

Vérios pesquisadores, em busca de substancias farmacologicamente ativas,
isolaram alcaloides de plantas do género Psychotria (SOLIS et al.,, 1997).
Alcaloides inddlicos foram identificados em duas espécies do género Psychotria L.
e alcaloides 5,6-diidro-B-carbolinicos foram identificados em nove espécies do
mesmo por Moraes, et al. (2011).

Alcaloides, cerebrésidos e alguns isoprenoides, por exemplo, foram isolados
a partir dos extratos das folhas e/ou raizes de Psychotria correae (Dwyer & M.V.
Hayden) C.M. Taylor. (ACHENBACH et al., 1995; BARREIRO; 1990). Takaiama et
al. (2004) isolaram dois alcaloides novos a partir do extrato de folhas de
Psychotria rostrata Blume. Trés alcaloides quinolidinicos foram isolados das
partes aéreas de Psychotria glomerulata (Donn. Sm.) Steyerm.do Panama (SOLIS
et al., 1997).

Ning Li et al., 2011 isolaram um alcaloide novo de Psychotria pilifera Hutch.
As espécies Psychotria lyciiflora (Baill) Schlecht. e Psychotria oleoides (Baill)

Schlecht sdo duas plantas do género Rubiaceae que possuem 0S mesmos tipos
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de alcaloides pirrolidinicos (JANNIC et al., 1999). Beyer; Drummer e Maurer, 2009
evidenciaram o alcaloide N,N-Dimethyltryptamine em Psychotria viridis Ruiz &
Pav. (BEYER; DRUMMER; MAURER, 2009). Nove produtos foram isolados a
partir do material vegetal das espécies Psychotria colorata (Willd. ex Roem. &
Schult.) Mull. Arg. e Psychotria muscosa (Jacg.) Steyerm. (VEROTTA et al.,
1999).

Paranhos et al. (2009), relataram atividade antioxidante para captacdo de
oxigénio singlete, superoxido e peroxido em um alcaloide indélico denominado
Psicolatina derivado de Psychotria umbellata Vell.

Em geral, produtos naturais de diferentes origens como componentes
fendlicos: flavonoides, acidos fendlicos e diterpenos fendlicos, carotenoides, entre
outros tém demonstrado atividade antioxidante (PIETA; SIMONETTI; MAURI,
1998; REGASINI, 2008).

A boldina, por exemplo, um alcaloide isolado de Peumus boldus Mol
(Monimiaceae) possui dois grupamentos fendlicos altamente reativos que
conferem a esta moléculas a capacidade se sequestrar radicais hidroxilas e inibir
a peroxidacéo lipidica (KONRATH, 2006).

Como ja citado acima as espécies de Psychotria L. encontradas no sul do
Brasil produzem alcaloides do tipo monoterpeno inddlicos, alguns deles oriundos
de novas rotas biossintéticas e com atividades biologicas de interesse
farmacoldgico; a Psicolatina se enquadra nessa classe e apresenta-se como um
eficiente agente redutor de peroxidos e sequestrador de oxigénio singlet “in vitro”
(FRAGOSO, 2007).

Konrath (2006) evidenciou que o alcaloide Psicolatina demonstrou ser um
sequestrador de radicais peroxila mais potente que o padréo Trolox®, e que os
alcaloides indolicos monoterpénicos: coronaridina, venalstonina, andrangina,
vincadiformina e voacristina também exibiram potentes atividades antioxidantes e
anticolinesterasica em ensaios autobiograficos “in vitro”.

Em nosso trabalho utilizamos a Psychotria nuda (Chan. & Schldl.) Wawra,
uma planta da familia Rubiaceae e do género Psychotria L., que possui potencial
em conter possiveis moléculas protetoras, quando levado em conta a composicao

quimica caracteristica do género Psychotria L.
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2.2 PSYCHOTRIA NUDA (CHAM. & SCHLTDL.) WAWRA

A espécie Psychotria nuda (Cham. e Schitdl.) Wawra é uma planta nativa,
arbustiva, angiosperma, dicotiledénea que encontra-se distribuida na Floresta
Atlantica na costa leste do Brasil na regido sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo,
Sao Paulo, Rio de Janeiro), e na regido sul (Parana, Santa Catarina, Rio Grande
do Sul) (Figura 1) (MIGUEL; MORAES; CUNHA, 2009; TAILOR, 2010).

Figura 1 — Distribuicdo geogréfica de Psychotria nuda (Cham. & Schitdl.) Wawra

] i
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Disponivel em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br

Constitui-se por um arbusto de 1,5 a 4 metros de altura, cujos ramos
possuem folhas opostas, as flores sdo amarelas com calices avermelhados e os
frutos possuem coloracao violeta/azulada. Floresce de fevereiro a junho e frutifica
no outono e inverno. O nome nuda vem do latim e significa auséncia de pelos na
corola (Figuras 2 e 3) (ALMEIDA; ALVES, 2000; NERY, 2010).

A espécie é conhecida popularmente pelos nomes grandilva-d'anta, araca-
de-macaco, flor-de-cera, sonhos de ouro, e casca d' anta. Moraes et al. (2011),
identificaram a presenca de alcaloides inddlicos nesta espécie, bem como
identificaram atividade contra o Micobacterium bovis (BCG), capacidade de
inibicAo na producdo de NO por macrofagos e citotoxicidade reduzida na
avaliacdo da enzima lactato desidrogenase liberada por estas células.
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Figura 2 - Psychotria nuda (Cham. & Schitdl.) Wawra

TS o an

Disponivel em: www.ufrgs.br

Figura 3 — Frutos de Psychotria nuda (Cham. & Schlitdl.) Wawra

Disponivel em:
https://sites.google.com/site/biodiversidadecatarinense/plantae/magnoliophyta/rubiaceae/psychotri

a-nuda

Levando-se em conta a composi¢cao quimica caracteristica deste género e
espécie, bem como os resultados obtidos pelo estudo de Moraes et al. (2011), a
pesquisa da mesma pode ser Uutii na descoberta de novas substancias

antioxidantes e antimicrobianas de interesse farmacologico.


http://www.ufrgs.br/

23

Os antioxidantes sdo moléculas que apresentam a caracteristica de evitar
as modificacbes oxidativas em proteinas e lipideos causadas por espécies
reativas, que podem ser deletérias as células; ja os antimicrobianos séo
compostos que tem como funcdo principal um efeito anti-infeccioso. (NETO;
NICODEMO; LOPES, 2007; HALLIWELL, 1997 apud CERQUEIRA; GENNARI,
AUGUSTO, 2007).

2.3 ESPECIES REATIVAS

As espécies reativas sdo atomos, ions ou moléculas que podem conter ou
ndao, um elétron ndo pareado e sdo caracterizados, em geral, por grande
instabilidade e elevada reatividade; comportando-se como receptores (oxidantes)
ou doadores (redutores) de elétrons (REIS et al., 2008).

O nosso organismo produz espécies reativas de oxigénio (ERO’s), de
nitrogénio (ERN’s), entre outras espécies reativas como parte integrante do
metabolismo humano e estas estdo envolvidas em diversas condicdes fisiologicas
(VASCONCELOS et al., 2007; VELLOSA et al., 2008).

Os organismos aerobios utilizam o oxigénio (O,) como aceptor terminal do
transporte mitocondrial de elétrons. O O, sofre reducdo tetravalente, com
aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de agua pela enzima
catalisadora citocromo oxidase na porgao terminal da cadeia transportadora de
elétrons. A acdo da citocromo oxidase controla a geracdo de radicais livres,
impedindo sua geracao excessiva na mitocondria. No entanto, cerca de 2% a 5%
do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados para outra via
metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais livres:
anion superoxido (O,"); peréxido de hidrogénio (H.O,) e radical hidroxila (OH")
(Figura 4) (BARBOSA et al., 2010; RUBIN et al,. 2006; FUKAI; FUKAI, 2011;
GUZIK; HARRISON, 2006)

O proéprio oxigénio (O2) no estado fundamental é um radical, uma vez que
contém dois elétrons desemparelhados no ultimo orbital molecular, porém, néo
reage com a maioria dos componentes celulares pelo fato da reacdo com
compostos que nao possuam elétrons desemparelhados ser lenta (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1990; CERQUEIRA; GENNARI; AUGUSTO, 2007).
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As principais fontes endoégenas geradoras de espécies reativas de oxigénio
incluem os componentes da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, a
conversdo da xantina desidrogenase a xantina oxidase que produz anion
superéxido, as monooxigenases do citocromo P450, a lipoxigenase, a Oxido
nitrico sintetase (NOS), e o NADPH oxidase (FUKAI; FUKAI, 2011; GUZIK;
HARRISON, 2006; QUINLAN; SPIVACK; MOSSMAN, 1994).

Figura 4 — Formagao de radicais livres na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
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Fonte: Adaptado pela autora de CERQUEIRA; GENNARI; AUGUSTO (2007).

As espécies reativas de oxigénio também podem ser geradas por grupos
de agentes fisicos e quimicos exégenos, como o0 0z6nio, hiperoxia, Oxidos de
nitrogénio e enxofre, minerais, herbicidas, radiacdo ultravioleta, toxinas e fumo
(QUINLAN; SPIVACK; MOSSMAN, 1994).

Fisiologicamente as espécies reativas de oxigénio podem ativar fatores de
transcrigdo, que induzem a remodelacao da cromatina e a expressao de genes de
mediadores proé-inflamatérios (RICHHTER et al., 1995).

A atividade bactericida dos polimorfonucleares (PMN) e macrofagos é
mediada, em parte, pela producdo de espécies reativas de oxigénio, que

contribuem para a destruicdo das bactérias fagocitadas através da ativagdo de
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uma NADPH oxidase presente na membrana celular destas células (Figura 5)
(RUBIN et al., 2006; ABBAS; LICHTMAN, 2007).

A expressao de NADPH oxidases ocorre em todos os mamiferos, embora
as isoformas individuais tenham diferentes distribuicbes entre tecidos e espécies.
Essas proteinas regulam muitos processos fisioldgicos fundamentais, incluindo o
crescimento celular, diferenciacdo, apoptose, remodelagéo do citoesqueleto e a
defesa do hospedeiro (BROWN; GRIENDLING, 2009).

Figura 5 — Fagocitose e destrui¢do intracelular dos micro-organismos
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Fonte: Adaptado de ABBAS; LICHTMAN (2007).

Essa enzima (NADPH) é um complexo de transporte de elétrons com
multiplos componentes que reduzem o oxigénio molecular a O,". A ativacéo
dessa enzima é aumentada pela exposicdo previa das células a um estimulo
quimiotaxico ou a um polissacarideo bacteriano. A ativacdo da NADPH oxidase
(Nox) estad associada a um aumento do consumo de oxigénio, sendo assim, a
essas respostas celulares denomina-se “explosao respiratéria” ou “oxidative burst”
(RUBIN et al., 2006).
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Anion Superdéxido

O anion superoxido € produzido principalmente por extravasamentos no
transporte mitocondrial de elétrons ou como parte da resposta inflamatoria
(RUBIN et al., 2006). Estima-se que de todo o oxigénio consumido durante a
respiracdo, cerca de 1% a 2% formam radicais superdxido (FRIDOVICH, 1995
apud MIRIYALA; HOLLEY; CLAIR, 2011).

O éanion superoxido é o produto primario de enzimas Nox, produzido
fisiologicamente via reducdo de um elétron de oxigénio molecular. E altamente
reativo e de curta duracdo, o que dificulta a determinagcdo de uma meia-vida
biol6gica (Figura 6) (FRIDOVICH, 1983 apud BROWN; GRIENDLING, 2009).

Figura 6 - Formacéo do anion superoxido

O, +e = 0,7

Fonte: RUBIN et al. (2006).

Estes radicais podem reagir com grupamentos contendo ferro e enxofre e
liberar ions férricos; com grupos heme e com os ti6is proteicos como o0s residuos
de cisteina (BROWN; GRIENDLING, 2009). Porém, a velocidade da reacdo de
conversdo de O, em H,O; ocorre em uma velocidade maior do que a reacdo do
O," com bioti6is (BROWN; GRIENDLING, 2009).

O anion super6xido quando protonado forma o radical hidroperoxil (HO;"),
gue é mais reativo e possui meia vida menor que o superoéxido, tornando-o desta
forma mais deletério as células por danificar membranas bioldégicas com mais
facilidade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Peréxido de Hidrogénio

O superoxido pode sofrer dismutacdo para um segundo intermediario de
sinalizacdo, o peroxido de hidrogénio (H,0O,), espontaneamente ou por via
enzimatica por meio da enzima superoxido-dismutase (SOD) (Figura 7)
(FRIDOVICH, 1983 apud BROWN; GRIENDLING, 2009).

Figura 7 - Formacéao do peroxido de hidrogénio

20, +2H" > H.,0,. 0,

Fonte: RUBIN et al. (2006).
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Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na Uultima camada, o H,O, é um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, porque participa da reacdo que produz o radical hidroxila
(OH’) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O H;O, reage com tidis proteicos e, embora a taxa de reagdo do
superoxido com tidis proteicos ser quimicamente mais rapida do que o de H,O,,
uma maior estabilidade e difusibilidade do perdxido aumentam a probabilidade de
que a oxidacdo de tidis € provavelmente dependente do mesmo. (BROWN;
GRIENDLING, 2009). Sendo também capaz de atravessar camadas lipidicas é
altamente toxico para as células (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O superoxido e o perdxido de hidrogénio podem entéo, especificamente e
reversivelmente, reagirem com as proteinas alterando a sua atividade,
localizagéo, e meia-vida (BROWN; GRIENDLING, 2009).

Radical Hidroxila
A reducédo de H,O, ocorre inicialmente quando o metal de valéncia mais

alta (Fe®*") reage com o 0", produzindo fon ferroso e oxigénio molecular, através
da reacéo de Haber-Weiss (Figura 8) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Figura 08 - Reducéo do ferro e Harber-Weiss

Fe¥*. 0, > Fe?* + 0,

Fonte: FERREIRA; MATSUBARA (1997).

Embora essa reacdo ocorra lentamente no pH fisiolégico, na presenca de
Ferro (Fe?"), a reacdo de Fenton converte rapidamente peréxido em radical
hidroxila. (Figura 9) (RUBIN et al., 2006).

Figura 9 - Reacéo de Fenton

Fe *" + H,0, > Fe** + HO" + HO'

Fonte: FERREIRA; MATSUBARA (1997).

Adicionalmente, Lipinski (2011), relata que os radicais hidroxila podem ser
gerados somente na presenca de ions férricos sem qualquer agente adicional

redox. Nesta reacdo, um elétron a partir do grupamento hidroxila da agua é
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transferido para o ion férrico, com a formagédo de um ferro divalente e um radical
hidroxila (Figura 10) (LIPINSKI, 2011).

Figura 10 — Geracéo de radical hidroxila sem agente redox

Fe* . HO > Fe*" + HO'

Fonte: LIPINSKI (2011).

O radical hidroxila é altamente reativo, reagindo com metais e outros
radicais no local de sua formacdo; também pode inativar varias proteinas ao
oxidar seus grupos sulfidrilicos formando pontes dissulfeto (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Por fim a reducdo adicional de OH" acarreta a formacéo de
agua (RUBIN et al., 2006).

Acido Hipocloroso

A mieloperoxidase (MPO), um produto de neutréfilos com uma carga
cationica muito forte, € secretada dos granulos durante a exocitose e catalisa a
conversao de H,O, em &cido hipocloroso, na presenca do ion cloro (Figuras 11 e

12) (RUBIN et al., 20086).

Figura 11 - Formacdao do acido hipocloroso

H,0,. CI" - 5 HOCI + H,0

Fonte: VELLOSA (2008)

Esse agente oxidante é um poderoso agente bactericida, além disso,
participa da ativacdo da colagenase e da gelatinase derivadas dos neutrofilos,
ambas secretadas como enzimas latentes (RUBIN et al., 2006). Essas duas
enzimas fazem parte da familia das metaloproteinases de matriz (MMPs), que
constituem-se de um grupo de enzimas (endopeptidases) responsaveis pela
degradacdo dos componentes da matriz extracelular e das membranas basais
(NAVARRO et al., 2006, ROOS; VAN BRUGGEN; MEISCHL, 2003).

No entanto, é capaz de iniciar a peroxidagao lipidica, promovendo uma
série de modificacbes pos-traducdo de proteinas alvo, lesar tecidos normais, e

oxidativamente, destruir as cadeias de transporte de elétrons (MALECH; GALLIM,
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1987; SOUZA et al., 2011). Também esté envolvido em processos inflamatorios e
em certas neoplasias (HAWKINS; PATTISON; DAVIES, 2002).

Figura 12 — Geracao do acido hipocloroso no interior do fagossoma catalisado pela MPO

Membrana plasmatica

Membrana do
fagossoma

Proteases
ligam-se & matriz
nionica sulfatada
o porteoglicano

Citosol

Fonte: ROOS; VAN BRUGGEN; MEISCHL (2003)

. Fusiio do
grénulo com
o luossoml

2HOCI + 20H"  2H,0+0,

Outro importante fato € que estes radicais reagem seletivamente com certas
cadeias laterais dos aminoacidos, tornando a proteina mais suscetivel a
degradacédo por proteases intracelulares. Esta reacdo do HOCI com aminas
resulta na formacdo de cloraminas e estas espécies podem provocar a
dissociacdo da dupla fita de DNA, devido a ruptura de ligacdes de hidrogénio
(HAWKINS; PATTISON; DAVIES, 2002).

A mieloperoxidase, citada inicialmente, pertence a uma familia de
peroxidases, responsaveis também pela oxidacdo de uma variedade de
xenobidticos através do peréxido de hidrogénio, tais como: fendis, metabdlitos do
benzeno e alguns medicamentos. S&o encontradas em animais e vegetais e
possuem em sua estrutura funcional um grupamento heme com quatro
nitrogénios pirrélicos ligados ao Ferro (lll) e um residuo de histidina (VELLOSA,

2008).
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Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado a partir da L-arginina por trés isoformas
distintas da oOxido nitrico sintetase (NOS). Considerando que duas das trés
isoformas (NOS neuronal e NOS epiteliais) sdo constitutivamente expressas, a
isoforma induzivel (iINOS) é expressa principalmente em resposta a citocinas
especificas em processos inflamatorios (QIDWAI; JAMAL, 2010; RAFIEI et al.,
2012).

O 6xido nitrico (NO) é capaz de reagir com o0 anion superéxido e tiois,
levando a formacé&o de peroxinitritos (ONOQ") e S-nitrosotiois altamente reativos e
potencialmente prejudiciais, o que inativa NO. Como o NO possui propriedades
anti-inflamatérias e anticoagulantes, bem como do efeito vasodilatador, esta
inativacdo pode acarretar consequéncias patoldgicas, especialmente em células
endoteliais vasculares (BROWN; GRIENDLING, 2009; FUKAI; FUKAI, 2011,
GUZIK; HARRISON, 2006; MADAMANCHI; RUNGE, 2007; RUBIN et al., 2006).
Em contrapartida, pode eliminar O, dessa forma reduzindo a quantidade de
radicais téxicos (RUBIN et al., 2006)

O peroxinitrito (ONOQO") é um potente oxidante, e reage com ion H*
formando ONOOH que se decompde em HO' e radical diéxido de nitrogénio
(Figura 13) (VELLOSA, 2008).

Figura 13 - Reacfes de peroxinitritos

NO + 0, = ONOO
ONOO + H* > ONOOH
ONOOH = HO" + NO,

Fonte: VELLOSA (2008)

O organismo por sua vez, dispde de uma variedade de mecanismos de
defesa que reduzem os danos causados pela acao deletéria desses radicais. Para
o funcionamento celular normal, deve haver uma compensagéo entre a formacao
de ERO’s e ERN’s e 0s niveis de defesas antioxidantes, que mantém a célula em
estado geral reduzido. O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a
geracdo desses radicais e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante
(BARBOSA et al., 2010; CERQUEIRA; GENNARI; AUGUSTO, 2007).
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Quando instalado o processo de estresse oxidativo, a natureza reativa
destas espécies leva a modificagdes em biomoléculas, provocando alteragbes em
suas estruturas e funcdes. Entre as alteracbes mais drasticas encontram-se
alteracdes na ribose e bases nitrogenadas do acido desoxirribonucleico (DNA);
ligagBes cruzadas entre bases nitrogenadas, entre DNA e proteinas e entre as
proprias proteinas; peroxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, que compdem
membranas plasmaticas e lipoproteinas; e nitracao e nitrosilacdo de proteinas
(CERQUEIRA; GENNARI; AUGUSTO, 2007). Sendo assim, esses radicais estao
também envolvidos em diversos processos patolégicos como: a fibrose cistica,
doenca respiratdria aguda, asma, enfisema, céncer, aterosclerose, inflamacao,
injaria por reperfuséo, artrite reumatoide e danos pelo tabagismo (BARBOSA et
al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007 VELLOSA et al., 2008).

2.4 SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES

Um antioxidante € definido como alguma substancia presente em
concentracbes baixas, quando comparadas as concentracbes do substrato
oxidante, que previne significativamente ou atrasa a oxidagdo de substratos
susceptiveis. Os principais mecanismos de acdo de compostos antioxidantes
incluem captadores de radicais e supressores de estados excitados; sistemas
cataliticos que neutralizam ou eliminam ERO’s e ERN’s e a ligacdo de ions
metélicos a proteinas, o que os torna indisponiveis para a producao de espécies
oxidantes (HALLIWELL, 1997 apud CERQUEIRA; GENNARI; AUGUSTO, 2007).

As substancias antioxidantes enddgenas incluem a cobre-zinco superéxido
dismutase, a catalase, a glutationa reduzida (GSH) e a glutationa peroxidase
(GPX). A familia das superdxido dismutases (SOD) inclui o cobre e zinco
contendo SOD (CuznSOD), uma enzima homodimérica encontrada
principalmente no citoplasma e no nucleo, com pequenas quantidades dentro da
mitocdndria; e uma forma glicosilada de CuZnSOD chamada SOD extracelular
(ECSOD) que reside na regido extracelular; também a MnSOD, que é encontrada
exclusivamente na matriz mitocondrial e existe como um homotetramero (ZELKO;
MARIANI; FOLZ, 2002 apud MIRIYALA; HOLLEY; CLAIR, 2011). Essas enzimas

protegem as células pela conversdo do &anion superdxido em peroxido de
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hidrogénio, este ultimo, porém, pode formar o radical hidroxila, mais reativo que o
seus precursores (QUINLAN; SPIVACK; MOSSMAN, 1994).

As enzimas catalase e GPX sdo entdo responsaveis pela inativacdo do
peréxido de hidrogénio. A catalase esta presente nos peroxissomos intracelulares
e catalisa a decomposicado especifica de H,O, gerando moléculas de agua e
oxigénio. A glutationa peroxidase por sua vez, é fundamental no metabolismo de
H.O, e de outros peréxidos, pois catalisa reacfes de doacdo de elétrons, nas
quais se utiliza da glutationa reduzida (GSH) como agente redutor, formando a
glutationa oxidada. Sendo assim este conjunto de enzimas pode converter
sequencialmente uma espécie reativa em outra e rapidamente transforma-las em
subprodutos néo toéxicos. (QUINLAN; SPIVACK; MOSSMAN, 1994; GUARATINI;
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

A vitamina E, ou a-tocoferol, uma das substancias antioxidantes obtidas pela
dieta e presente na estrutura das membranas, é um dos mais importantes
inibidores da peroxidagdo lipidica em animais, por capturar RO,". A vitamina C
(acido ascorbico), também obtido da dieta alimentar, regenera o radical tocoferila
formado na reacdo do a-tocoferol, fazendo parte da linha de defesa hidrossoluvel
(GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Essas duas vitaminas, no entanto, podem atuar como pro-oxidante por
serem fortes agentes redutores, e poderem reagir com metais de transicao,
reciclando-os para a reacdo de Fenton e facilitando a formacdo dessas espécies
(GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

2.5 METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Existem diferentes metodologias para avaliar a atividade antioxidante de um
composto, sendo que em cada método ocorre a geracdo de um radical diferente,
através de mecanismos variados. Os ensaios antioxidantes podem ser realizados
de maneira direta, ou seja, baseados em estudos de cinética quimica, onde
ocorre uma competicdo entre uma sonda oxidavel e o antioxidante pelas espécies
reativas; ou de maneira indireta, através de ensaios mediados pela transferéncia
de elétrons, caracterizados por uma reagdo de oxi-reducdo entre o oxidante e o
antioxidante (RE et al., 1999; ROGINSKI; LISSI, 2005)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quinlan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7523104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quinlan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7523104
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No método direto podem ser utilizados lipidios individuais, misturas
lipidicas, proteinas, DNA, plasma sanguineo, membranas biolGgicas, entre outras
como substrato para oxidacdo. No método indireto, o processo € caracterizado
por uma reacdo de oxi-reducao entre o oxidante e o antioxidante; onde, o agente
oxidante ao ser reduzido pelo antioxidante sofre uma mudancga na coloragéo, cuja
intensidade é proporcional a atividade deste antioxidante ou a concentragdo do
mesmo. (BARCLAY; VINQUIST, 2003; BENZIE; STRAIN 1999).

Um grupo de estudos de Nicholas J. Miller em Londres, no inicio dos anos
90, desenvolveu um teste de capacidade antioxidante total “total antioxidant
capacity” (TAC). A principal vantagem deste teste é medir a capacidade
antioxidante de virtualmente todos os componentes de uma amostra biologica,
extrato vegetal ou alimento e ndo de somente um ou outro composto (FERRARI,
2010).

A atividade antioxidante total (TAA) de plantas medicinais pode ser
avaliada geralmente pela capacidade de absorcdo do radical oxigénio “oxygen
radical absorbance capacit” (ORAC), pela capacidade de reducdo férrica do
plasma “ferric reducing ability of plasma” (FRAP) e pela capacidade antioxidante
do método frente a um padrao “Trolox equivalent antioxidant capacity” (TEAC). O
Trolox® é o nome comercial da Hoffman-La Roche para o &cido 6-hidroxi-2,5,7,8—
tetrametilcromano-2-carboxilico; um analogo da vitamina E, de carater hidro e
lipofilico, utilizado para investigacdo da capacidade antioxidante em diferentes
metodologias e em aplicacBes bioquimicas para reduzir o estresse oxidativo
(Figura 14) (BERG et al.; 2000; BRAGA et al.,, 2010; DAVID et al.,, 2010;
FORREST et al., 1994; PIETA; SIMONETTI; MAURI, 1998; RE et al., 1999;
WANG et al., 2004).

Figura 14 — Estrutura quimica do Trolox®

Fonte: ALVES et al. (2010)

O radical ABTS*" [2,29-azinobis-(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) é gerado

a partir da reacédo do reagente ABTS com o persulfato de potassio, esta solugao
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tem coloragcdo verde-azulada escura e absorve luz a 734 nm. A extensdo da
descoloracdo nesta reacdo fornece a porcentagem de inibicdo dos radicais
ABTS*®*, em funcéo da concentracdo e do tempo (BERG et al., 2000; BRAGA et
al., 2010; PIETA; SIMONETTI; MAURI, 1998; RE et al., 1999; WANG et al., 2004).

Essa metodologia € uma das mais utilizadas para medir a atividade
antioxidante em vegetais, por ser um método estavel e sensivel, onde o radical é
gerado ao longo do tempo do ensaio e pode ser aplicado em antioxidantes
lipofilicos e hidrofilicos (MANSUR, 2011; RE et al., 1999; RUFINO et al., 2010).

Outro ensaio amplamente utilizado para avaliagdo antioxidante de
substancias de interesse fitotecnoldgico, alimentar, farmacol6gico e toxicolégico
baseia-se na capacidade de uma substancia sequestrar o radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH®) (Figura 15). Na literatura sédo descritos iniUmeros trabalhos
envolvendo o conteudo de polifendis totais, flavonoides e essa metodologia; pois
a mesma caracteriza-se por um ensaio simples, rapido, preciso e de baixo custo.
Este reagente, quando dissolvido em etanol possui coloracdo roxa, sendo o seu
maximo de absorcdo em 531 nm; a porcentagem de inibicdo das espécies
radicalares é obtida pela diferenca das absorbancias na auséncia e presenca das
amostras. (SILVA et al., 2011; VELLOSA, 2005; VELLOSA et al., 2007).

Figura 15 — Estrutura quimica do DPPH
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Fonte: ALVES et al. (2010)

A atividade de um grande numero de substancias pode ser medida em
termos da atividade sequestradora do radical superoxido. O O, pode ser gerado
por distintos sistemas enzimaticos, entre eles a reacdo catalisada pela enzima
xantina oxidase, ou pelo sistema ndo enzimético através da reacdo de
metassulfato de fenazina (PMS) com NADH e oxigénio molecular. (KOBAC;
GRYGLEWSK, 1988 apud ALVES et al., 2010).
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No método utilizado para avaliar a capacidade sequestradora, o radical O,
reduz o azul de nitro tetrazolio (NBT) a formazana em pH 7.4 e temperatura
ambiente, e a geracado do formazana € acompanhada por espectrofotometria pela
mudanca da coloracdo amarelo palido do NBT para uma coloracédo purpura do
formazana (Figura 16) (SILVA et al., 1991 apud ALVES et al., 2010).

Figura 16 — Reacgao do anion superdxido com o NBT e formagao do croméforo Formazana:
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Fonte: Adaptado pela autora de ALVES et al. (2010)

O HOCI é um potente agente oxidante gerado nos neutrofilos pela reacao de
ions cloreto (Cl-) com peroxido de hidrogénio catalisado pela mieloperoxidase
(MPO). A producédo de HOCI por este sistema constitui um importante mecanismo
de defesa contra micro-organismos (ALVES et al., 2010).

Um ensaio colorimétrico pode ser realizado avaliando o efeito de uma
amostra sobre o sobre HOCI; onde uma solucdo HOCI ¢é incubada com a mesma
em diferentes concentragbes, e o HOCI remanescente revelado
espectrofotometricamente em 652 nm com a adicdo de tetrametilbenzidina. Este
método foi utilizado para avaliacdo da atividade antioxidante em chas de Camellia
sinensis (L.) Kuntze (CAMARGO, 2011) em compostos isolados a partir do extrato
bruto de Pterogyne nitens Tul. (VELLOSA, 2008) e em medicamentos (PAINO
et.al. 2005; MANENTE et al., 2011).

A avaliacdo da atividade antioxidante pode ser realizada em sistemas
oxidativos onde se utilizam enzimas peroxidases. A horseradish (Armoracia
rusticana G. Gaertn.,, B. Mey & Scherb.; Cruciferae) € uma rica fonte de
peroxidase, uma enzima que contém um grupamento heme e utiliza o peréxido
para oxidar uma variedade de compostos organicos e inorganicos (VEICHT, 2004,
SMITH et al., 1990)

A enzima “horseradish peroxidase” (HRP) catalisa a reacao do peroxido de
hidrogénio com um substrato reduzido, formando agua e um subproduto radicalar.

Em geral os substratos sao fenodis aromaticos, acidos fendlicos, indois, aminas e
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sulfonatos (VEIGHT, 2004). A oxidagc&o do guaiacol por peroxidases na presenca
de H,O, é a base para um ensaio colorimétrico amplamente utilizado (DOERGE,
DIVI, CHURCHWELL, 1997). O resultado € expresso pela determinacdo da
velocidade de reacdo quando o tempo tende a zero na auséncia e presenca das
amostras (VELLOSA, 2008).

Um método direto de avaliacdo que verifica o estresse oxidativo em células
animais é realizado com eritrécitos. A membrana da hemacia é o modelo priméario
para estudo de membrana plasmatica celular animal, pelo fato de ser desprovida
de ndcleo e organelas e essencialmente constituida de lipideos e proteinas
(MURADOR; DEFFUNE, 2007).

Nesse ensaio 0 composto 2-azo-bis (2-aminopropane) dihydrochloride

(AAPH) gera radicais livres pela sua decomposicao térmica unimolecular. A taxa
da geracédo de radicais peroxil (ROO') pode ser controlada e medida através do

ajuste da concentracdo de AAPH. (NG; LIU; WANG, 2000). O radical peroxil ataca
a membrana dos eritrécitos induzindo uma cadeia de oxidacdo dos lipideos e
proteinas, desestruturando a membrana e promovendo a hemolise (MENDES et
al., 2011). Por conseguinte, a hemdlise induzida por AAPH fornece a extenséo do
dano oxidativo na membrana dos eritrécitos causada pelo radical peroxil (NG, LIU,
WANG, 2000).

2.6 ANTIMICROBIANOS

O termo antimicrobiano é um termo utilizado para designar substancias
naturais (antibiéticos) bem como as moléculas sintetizadas em laboratorios
(quimioterapicos) com efeito anti-infeccioso (NETO; NICODEMO; LOPES, 2007).

A origem infecciosa das doencas foi demonstrada no século XIX, e estimulou
a pesquisa de substancias capazes de combater esses micro-organismos. Em
meados do século XX surgiram 0s primeiros quimioterapicos de acao sistémica.
Inicialmente os antibiéticos eram obtidos a partir de micro-organismos e vegetais
superiores; com 0 conhecimento de sua estrutura quimica, passaram também a
ser sintetizados em laboratorios. O reconhecimento do nucleo ativo desses
medicamentos possibilitou também o desenvolvimento de substancias semi-
sintéticas, obtidas por modificacdes estruturais do composto natural (TAVARES,
1999).
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Mesmo com a emergéncia de antibidticos e antifingicos cada vez mais
potentes, as cepas resistentes ou multi-resistentes aparecem continuamente,
fazendo com que a busca e o desenvolvimento de novas drogas se torne
fundamental. Atualmente a resisténcia é descrita em praticamente todas as
espécies de bactérias (ALVES et al., 2000; TAVARES, 1999).

Como discutido anteriormente, as plantas medicinais vém sendo utilizadas
popularmente ao longo dos anos para tratar, controlar ou prevenir doencas
humanas, sendo considerada uma importante fonte de novos agentes
antimicrobianos. O isolamento de moléculas pode servir como modelo para
sintese quimica de novos prototipos (AKINPELU; ADEGBOYE; ADELLOYE,
2008; SILVA et al., 2011; SUFFREDINI et al., 2006).

Sendo assim, pesquisas neste ambito podem contribuir para o
desenvolvimento do campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias
mais eficazes e menos téxicas na corrida contra resisténcia e o surgimento de

micro-organismos patogénicos (OSTROSKY et al., 2008).

2.7 METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para o estudo de agentes antimicrobianos, os conceitos de resisténcia e
sensibilidade bacteriana se fundamentam na correlacdo entre a concentracdo
inibitéria minima (CIM) e os niveis plasmaticos alcangcados na administracdo do
antimicrobiano (ESMERINO et al., 2004)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) € a menor concentracdo de um
determinado antibiético capaz de inibir o desenvolvimento visivel do micro-
organismo; jA a concentracdo bactericida minima (CBM) corresponde a menor
concentracdo do antibiético capaz de eliminar as bactérias presentes; sendo esta,
de duas a quatro vezes maiores que a CIM (NETO; NICODEMO; LOPES, 2007).

A avaliacdo da susceptibilidade de micro-organismos aos antimicrobianos &
realizada in vitro, determinando-se a concentracdo inibitoria minima (CIM) de
cada antimicrobiano para cada micro-organismo, este principio basico se aplica a
diversas técnicas existentes (NETO; NICODEMO; LOPES, 2007).

Os métodos mais utilizados para a determinagdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) séo os de difusdo, como o do disco difusédo, a difusdo através de

cavidades feitas no Agar e o do cilindro em placas; e os métodos de diluicdo em
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adgar e diluichio em caldo. Essa variedade de metodologias torna dificil a
comparacao entre estudos envolvendo a atividade antimicrobiana (Quadro 1)
(NASCIMENTO et al., 2007).

Quadro 1 - Métodos para avaliacao da atividade antimicrobiana.

METODO DE DIFUSAO

O teste de difusdo em agar € um método fisico, no qual um micro-organismo é exposto a uma
substancia biologicamente ativa em um meio de cultura sélido. O resultado é obtido pelo diametro
do halo de inibicdo (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; TAVARES, 1999).

__ | Consiste em aplicar os discos impregnados com a substancia em teste sobre o
Teste de Difuséo ) . ) ) ~ ]
meio de cultura sdlido previamente inoculado com uma solu¢do de turbidez

padréo 0,5 de McFarland do micro-organismo (BRASIL, 2005).

em Disco

N Esta técnica de aplicacdo envolve cilindros de a¢o inoxidavel no meio de
Cilindros de Acgo o . o - N
cultura solidificado ja inoculado e a adi¢éo da solucdo em estudo nos cilindros

(OSTROSKY et al., 2008).

Inoxidavel

Na técnica de perfuragdo em agar, a remogdo do meio de cultura solido é
Perfuracdo em |realizada com auxilio de cilindros de 6-8 mm de didmetro para a formacgéo de

Agar pocos, nos quais é possivel aplicagdo das substancias a serem analisadas
(OSTROSKY et al., 2008).

METODO DE DILUICAO EM CALDO

Neste método aplicam-se concentragdes crescentes do antimicrobiano ou da substéncia em
analise aos meios de cultivo do micro-organismo, determinando-se desta maneira, a menor

concentracdo capaz de inibir seu crescimento (TAVARES, 1999).

A macrodiluicdo envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de

Macrodiluicdo )
cultura variando de 1 e 10 mL (OSTROSKY et al., 2008).

A microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos, com volume de meio de

Microdiluicdo
cultura entre 0,1 e 0,2 mL (OSTROSKY et al., 2008)

Fonte: Elaborado com base em: BRASIL (2005); OSTROSKY et al. (2008); PINTO, KANEKO,
OHARA (2003); TAVARES (1999).

Ndo existem métodos padronizados para expressar e comparar
diretamente os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais devido
aos diversos fatores que podem interferir na determinacdo da CIM, dentre eles
encontram-se: a técnica aplicada, o micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a
origem da planta, a época da coleta, se os extratos foram preparados a partir de
plantas frescas ou secas e a quantidade do extrato testado (FENNEL et al., 2004,
KUANAR et al., 2010)




39

Eloff (1998), no entanto, demonstrou que a técnica de micro-diluicdo em
microplacas de 96 pocos e a utilizacdo de sais de tetrazdlio para indicar o
crescimento bacteriano apresentou uma sensibilidade maior em relacdo as
técnicas de difusdo em Agar e reprodutibilidade dos resultados frente as cepas de
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, e
Escherichia coli com extratos de muitas plantas diferentes.

Langkield et al. (2004) ressaltam as vantagens deste método sobre o de
difusdo em disco, que incluem: sensibilidade aumentada para pequenas
quantidades de extrato, a capacidade para distinguir entre o0s efeitos
bacteriostaticos e bactericidas e determinacdo quantitativa de concentracdes
inibitérias minimas (CIM).

A técnica de microdiluicdo demonstrou-se efetiva no rastreio para atividade
antimicrobiana e para o isolamento biomonitorado de compostos antimicrobianos
a partir de plantas. (ELOFF et al., 1998). Neste contexto, a técnica de
microdiluicdo para determinacdo da concentracao inibitéria minima foi a técnica

de escolha para o presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho buscou avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e

citotoxica da espécie Psychotria nuda (Cham. & Schltdl.) Wawra.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico de Psychotria nuda
(Cham. & Schitdl.) Wawra frente a modelos quimicos n&o-biolégicos: ABTS®,
DPPH®; frente a modelos quimicos biolégicos: HOCI e Superéxido; frente a um
modelo enzimatico: HRP; frente a um modelo de peroxidacéao lipidica em células:
Hemodlise induzida por AAPH.

- Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de Psychotria nuda
(Cham. & Schltdl.) Wawra através da concentracao inibitéria minima e através da
concentracdo bactericida minima.

- Avaliar a atividade citotéxica do extrato hidroalcodlico de Psychotria nuda
(Cham. & Schltdl.) Wawra através do ensaio MTT e através do ensaio de

incorporacao de Vermelho Neutro.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES

2,2~ Azobis [2-methylpropionamidine] dihydrochloride (AAPH) — Sigma-
Aldrich; 2,2~ Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6*-sulfonic acid) (ABTS) — Sigma-
Aldrich; 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) — Sigma-Aldrich; 5,5-Dithiobis (2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) - Sigma-Aldrich; Horseradish (HRP) - Sigma-Aldrich;
Phenazine Methosulfate (MSF) - Sigma Chemical; B-nicotinamide adenine
dinucleotide reduced form (NADH) — Sigma Chemical; Nitro blue tetrazolim (NBT)
- Sigma Chemical; 3,3’5,5-Tetramethyl-benzidine (TMB) - Sigma-Aldrich;
Guaiacol oxidation indicator -  Sigma-Aldrich;  (x)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid (TROLOX®) - Sigma-Aldrich; Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) — Sigma-Aldrich; 2,3,5-Trifeniltetrazélio cloreto — Merck; acido 3
- [4,5-dimetiltiazol- 2-il] -2,5 - difeniltetrazélio (MTT) - Sigma-Aldrich; Vermelho
Neutro (VN) - Cyquant (Invitrogen); Agar Sangue (AS) e agar Muller-Hinton (MH)
— Merck Millipore, meio de Dulbecco MEN (DMEM) — Cultilab.

4.2 EQUIPAMENTOS

Foram utilizadas balancas analiticas, centrifugas, estufas, banho-maria, capela
de fluxo laminar, homogeinizadores e refrigeradores. Para 0S ensaios
espectrofotométricos utilizou-se o espectrofotdbmetro de placas — Leitora de
microplacas BioTeck pQuant; e o espectrofotbmetro de cubetas — PerkinElmer
Lambda 25 UV-VIS.

4.3 EXTRATO

O material botanico (folhas) foi identificado e fornecido pelo grupo de
pesquisa da Prof®. Dra. Katia Christina Zuffellato-Ribas, do Departamento de
Botanica da UFPR. O extrato bruto hidroalcodlico 50% das folhas da Psychotria
nuda (EBPN) foi produzido no laboratério da Prof? Daniela de Almeida Cabrini do

Departamento de Farmacologia da UFPR.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
CAPTURA DO RADICAL ABTS**

O reagente ABTS*" foi preparado pela reacdo de 5mL de 7 mM de soluc&o
aguosa de (ABTS) com 88uL de 140 mM de Persulfato de Potassio, essa solucao
ficou ao abrigo da luz em temperatura ambiente por 12 — 16 horas antes do uso.
Antes da analise, esta solucao foi diluida com KH,PO4/K;HPO, (10 mM, pH: 7.0,
1:10), a sua absorbancia foi lida em 734 nm. Para avaliacdo da atividade
antioxidante o extrato foi previamente diluido em Dimetilsulféxido (DMSO) na
concentracdo de 1mg/mL para obter as diluicbes subsequentes. Foi avaliada a
capacidade de capturar os radicais ABTS®*" em diferentes concentracdes do
extrato e quantidade de tampao fosfato de sédio 10 mM (pH 7.3) para completar o
volume de 300 pL. As amostras foram incubadas por 30 minutos em auséncia de
luz, e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (734 nm). (VELLOSA et
al., 2007; PELLEGRINI et al., 1999; WANG et al.,, 2004). As amostras foram
realizadas em triplicata e o mesmo procedimento foi realizado com o padrao
TROLOX® e com um controle com o diluente Dimetilsulféxido (DMSO) nas

concentracfes experimentais.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE CAPTURA
DO RADICAL DPPH®

Para avaliacdo da atividade antioxidante o extrato foi previamente diluido
em Dimetilsulfoxido (DMSQO) na concentracdo de 2 mg/mL para obter as diluices
subsequentes. Foi avaliada a capacidade de capturar os radicais DPPH® em
diferentes concentracfes do extrato diluidas em microplacas com o reagente
DPPH® e quantidade de tampé&o fosfato de s6dio 10 mM (pH 7.3) para completar o
volume de 300uL. As amostras foram incubadas por 15 minutos em auséncia de
luz, e as leituras foram realizadas em espectrofotometro (531 nm). (MANSUR,
2011; VELLOSA, 2005). As amostras foram realizadas em triplicata e 0 mesmo
procedimento foi realizado com o padrdo TROLOX® e com um controle com o

diluente Dimetilsulfoxido (DMSO) nas concentracdes experimentais.
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE CAPTURA
DO ACIDO HIPOCLOROSO

Para avaliacdo da atividade antioxidante o extrato foi previamente diluido
em Dimetilsulféxido (DMSO) a 6,7% na concentracdo de 2 mg/mL para retirar a
interferéncia do diluente e obter as diluicbes subsequentes. Em microplacas
adicionou-se tampdao fosfato de so6dio 50 mM (pH 7.4) em quantidade suficiente
para 300uL, a amostra em diferentes concentragdes, a solu¢cao contendo 2,8 mM
de TNB (dissolvido em 50% de dimetilformamida, iodeto de potassio 10 mM e
0,8M de acido acético) e HOCI (30uM). Incubou-se 15 minutos em auséncia de
luz e as leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro (552 nm) (COSTA, 2004
adaptado por VELLOSA, 2008). A concentracéo da solucéo de HOCI foi verificada
espectrofometricamente usando o quoeficiente de extingdo molar 350 cm™*M™ em
292 nm (CAMARGO, 2011). As amostras foram realizadas em triplicata e o
mesmo procedimento foi realizado com o padrdo TROLOX® e com um controle

com o diluente Dimetilsulféxido (DMSO) nas concentracdes experimentais.

4.7 AA\VALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE CAPTURA
DO ANION SUPEROXIDO

Para avaliacdo da atividade antioxidante o extrato foi previamente diluido
em Dimetilsulféxido (DMSO) na concentracao de 2 mg/mL para obter as diluicées
subsequentes. Em microplaca foi adicionado tampéao pirofosfato de sodio 25 mM
(0,025M, pH 8.3) Metassulfato de Fenazina 372 uM, Nitroblue tetrazolium salt 600
MM e NADH 1560 pM, e incubados por 10 minutos em auséncia de luz sendo que
as leituras foram realizadas em espectrofotometro (560 nm). (Esse ensaio foi
adaptado de VELLOSA et al., 2007). As amostras foram realizadas em triplicata e
o mesmo procedimento foi realizado com o padrdo TROLOX® e com um controle

com o diluente Dimetilsulfoxido (DMSO) nas concentragdes experimentais.

4.8 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ENZIMATICO
HRP

Neste ensaio o0 extrato foi previamente diluido em Dimetilsulfoxido (DMSO)
na concentracdo de 1 mg/mL para se obter as diluicdbes subsequentes.

Inicialmente os reagentes foram preparados nas seguintes concentracdes: HRP: 7
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nM, H,O,: 0,1mM, Guaiacol: 2 mM, onde a concentragcdo de HRP em solugéo foi
determinada através de seu coeficiente de extingdo molar em 403 nm (1,02.10°> M°
'em™) e a concentracdo de H,O; através de seu coeficiente de extingdo molar em
230 nm (80 M*cm™). Adicionou-se primeiramente o tampé&o fosfato de sédio 50
mM (pH 7.4) para o volume final de 1mL, a amostra, o HRP, o Guaiacol e por
altimo H,0.; realizando a leitura imediata a 470 nm por 1 minuto a 37°C. Por fim
determinou-se a velocidade de reacédo (KHALIL, 2002; VELLOSA, 2008)

4.9 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO SOBRE ERITROCITOS

O sangue foi obtido de humanos e os eritrocitos foram separados do
plasma apoés centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos; em seguida os eritrécitos
foram lavados trés vezes com tampéao fosfato de sédio 10 mM / NaCl 150 mM (pH
7.4) centrifugando a suspensédo de hemacias a 1500 rpm por 10 minutos apos
cada lavagem. O extrato foi inicialmente diluido em uma solucdo de DMSO a
25%. Diferentes concentracdes do extrato foram incubadas a 37°C com a
suspensao de hemécias final a 5% e volume de tampéo fosfato de sédio 10 mM /
NaCl 150 mM (pH 7.4) para completar 1mL. As leituras foram realizadas com o
sobrenadante a 4,76% em tampao apos 1, 2, 3, 4 e 5 horas de incubacdo em
comprimento de onda de 414 nm (NG, LIU, WANG, 2000; VELLOSA, 2008). As
amostras foram realizadas em triplicata e 0 mesmo procedimento foi realizado
com o padrdo TROLOX® e com um controle com o diluente Dimetilsulfoxido
(DMSO) nas concentracdes experimentais. O protocolo foi aprovado no comité de

ética sob o nimero 190375.

4.10 AVALIACAO DO EFEITO ANTIOXIDANTE DO EXTRATO SOBRE A
HEMOLISE PROVOCADA PELO RADICAL AAPH EM ERITROCITOS

O sangue foi obtido de humanos e os eritrocitos foram separados do
plasma apos centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos; em seguida os eritrocitos
foram lavados trés vezes com tampéao fosfato de sédio 10 mM / NaCl 150 mM (pH
7.4) centrifugando a suspensao de hemacias a 1500 rpm por 10 minutos apos
cada lavagem. O extrato foi inicialmente diluido em uma solucdo de DMSO a
25%. Diferentes concentragcfes do extrato foram incubadas a 37°C com a

suspensdo de hemacias final a 5%, o reagente 2,2-Azobis [2-
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methylpropionamidine] dihydrochloride (AAPH) a 25 mM e volume de tampéao
fosfato de so6dio 10 mM / NaCl 150 mM (pH 7.4) para completar 1mL. As leituras
foram realizadas com o sobrenadante a 4,76% em tampéo apos 1, 2, 3,4 e 5
horas de incubacdo em comprimento de onda de 414 nm (NG, LIU, WANG, 2000;
VELLOSA, 2008). As amostras foram realizadas em duplicata e 0o mesmo
procedimento foi realizado com o padrdo TROLOX® e com um controle com o
diluente Dimetilsulfoxido (DMSO) nas concentracfes experimentais. O protocolo

foi aprovado no comité de ética sob o numero 190375.

4.11 OBTENCAO DAS CEPAS BACTERIANAS

As cepas padrbes foram cedidas pelo Departamento de Analises Clinicas
da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Foram testados o micro-organismos
Gram-negativo: Escherichia coli (ATCC® 25922); o micro-organismo Gram-
positivo: Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) e o fungo Candida albicans
(ATCC® 10231). As culturas foram repicadas 24 horas antes da realizacdo dos

testes em placa de Agar Sangue (USA, 2009).

4.12 PREPARACAO DO INOCULO

Pelo menos de 3 a 5 colbnias, bem isoladas, do mesmo tipo morfolégico
foram selecionadas da placa de Agar com uma alca esterelizada e os micro-
organismos transferidos para um tubo contendo de 4 a 5 mL de soluc¢do fisiologica
com uma concentracdo de aproximadamente 1-2 10° unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL) para bactérias e 10° UFC/mL para leveduras,
obtidas pelo controle de turbidez de BaSO, equivalente a escala 0,5 de
McFarland (BRASIL, 2005; OSTROSKY et al., 2008 ; SILVA et al., 2011).

4.13 AVALIAC%O ANTIMICROBIANA DO EXTRATO PELO METOPO DE
CONCENTRACAO  INIBITORIA  MINIMA  POR  MICRODILUICAO E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA

O método da CIM foi realizado em placas de microtitulacdo com 96 pogos,
com volume de meio de cultura Muller-Hinton de 0,17 mL por pogo. (OSTROSKY
et al., 2008).
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Os micro-organismos foram padronizados na concentragéo de 10° UFC/mL
diluidos a partir da escala 0,5 de MacFarland. Foi retirada entdo uma aliquota de
20 yL do extrato nas concentracdes iniciais de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 mg/mL.
Estas foram depositadas em cada poco contendo 170 pL de caldo Muller-Hinton
para bactérias ou Muller-Hinton 2% glicose para o fungo e finalmente adicionada
a suspensao de micro-organismos (10uL). Os testes foram executados em
quadruplicata para as bactérias e triplicata para o fungo e juntamente foi realizado
um controle microbioldgico do extrato, bem como um controle positivo com 0 meio
e 0 micro-organismo e um controle negativo somente com o meio (SILVA et al.,
2011)

Em seguida, as placas foram incubadas por 24 horas a 35°C. O crescimento
foi lido em espectofotémetro (580 nm) e posteriormente avaliado, utilizando-se o
revelador cloreto de trifeniltetrazélio (CTT). A menor concentracdo do extrato
capaz de inibir o crescimento microbiano foi considerada como CIM.

Para determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM), as culturas
nos pocos das microplacas foram inoculadas em Agar Muller-Hinton para as
cepas bacterianas e Agar Sangue para o fungo e, em seguida incubadas por 24
horas a 35°C. A menor concentracdo do extrato capaz de inibir completamente o

crescimento microbiano foi considerada a CBM (SILVA et al., 2011).

4.14 OBTENGAO DAS CELULAS

As células padrdes foram cedidas pelo Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal do Parana. Utilizou-se a célula NIH3T3, um fibroblasto de
célula embrionaria de camundongo e a célula HACAT, uma célula epitelial

humana imortalizada.

4.15 CULTURA DE CELULAS

A célula NIH3T3 foi cultivada em meio de Dulbecco MEM (DMEM) com
10% de soro fetal bovino (SFB) a 5% de CO, e 37° C, por 3 a 5 dias. O meio foi
retirado e as células lavadas com tampéo fosfato salino (PBS), em seguida, foi
adicionado 1mL de EDTA por 10 minutos e posteriormente 1mL de Tripsina por

mais 10 min. As células foram retiradas com o meio e centrifugadas por 10 min a
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1000rpm, o meio sobrenadante retirado e a concentracéo celular foi ajustada para
7 x 10° células/mL do mesmo meio em microplacas com 96 pocos e reincubadas
a 5% de CO,; e 37° C por 24 horas para que atingissem de 60 a 70% de
confluéncia (BORENFREUD; BABICH; MARTIN-ALUACIL, 1985; POSKUS et al.,
2009)

4.16 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO ENSAIO MTT

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico descrito
por Mosmann (1983), em que o &cido 3 - [4,5-dimetiltiazol- 2-il] -2,5 -
difeniltetrazélio (MTT) é reduzido para azul de formazana pela enzima succinato
desidrogenase mitocondrial das células viaveis. O extrato foi inicialmente diluido
em DMSO, e posteriormente foram preparadas diferentes concentracdes do
mesmo em meio DMEM. As células foram tratadas e reincubadas a 5% de CO; e
37° C por 24 horas. Apos esse periodo foi retirado o meio e adicionado 200uL de
(MTT), incubado por 3 horas a 5% de CO;, e 37° C; o (MTT) foi aspirado e o0s
cristais intracelulares de formazana foram solubilizados com etanol
(CARMICHAEL et al., 1987) e a leitura realizada em 570 nm. Controles foram
realizados com o meio, o veiculo na concentragéo inicial e Trolox® a 0,3 mM. O
experimento realizado em quadruplicata. (BORENFREUD; BABICH; MARTIN-
ALUACIL, 1987; MOSMANN, 1983; POSKUS, 2009)

4.17 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO ENSAIO DE INCORPORACAO
DE VERMELHO NEUTRO

Outro teste de citotoxicidade foi realizado com um método de incorporacao
de vermelho neutro (NR) pelos lisossomos das células viaveis. O extrato foi
inicialmente diluido em DMSO, e posteriormente foram preparadas diferentes
concentragbes do mesmo em meio DMEM. As células foram tratadas e
reincubadas a 5% de CO, e 37° C por 24 horas. Apos esse periodo foi retirado o
meio e as células foram lavadas com 1mL de PBS. Um total de 200 pl de solucéo
de NR (40 pg/mL), previamente centrifugado para remocao de precipitados, foi
adicionado a cada poco e incubou-se a 37°C durante 3 horas. O meio foi entdo
removido e as células lavadas com uma mistura de Cloreto de Céalcio 1% e

formaldeido 0,5%. Foi adicionada uma solugéo de acido acético 1% e etanol 50%
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e apos 10 minutos em temperatura ambiente e leve agitacéo foi realizada a leitura
a 570 nm. O experimento foi realizado em triplicata (BORENFREUD; BABICH;
MARTIN-ALUACIL, 1987; FOTAKIS; TMBRELL, 2006; MACHANA et al., 2011).

4.18 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao da média com 4
casas decimais. Foi calculada a ICso e CLso (concentragéo necessaria para reduzir
em 50% as respostas dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle), sendo
obtido através da plotagem de curvas concentracdo-resposta, por regressao
linear. Em alguns casos foi necessario calcular a concentracdo que promovia uma
inibicdo inferior a 50%. Os célculos foram realizados utilizando o software
estatistico Microcal (TM) Origin 6.0° Northampton, MA, EUA.

Os dados foram avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste de multipla comparacdo de Tukey. Nos ensaios antioxidantes os
valores foram comparados com o valor da absorbancia referente a maxima
concentracédo de radicais sem a adicdo das amostras. Valores de p inferiores a
0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia. Os calculos
foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism 3.0°, San
Diego, California, EUA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.11 Interagdes diretas com as espécies reativas

- ABTS

Demonstrou-se relagéo entre o aumento da concentracdo do Trolox® (ICso:
5,38 + 0,097 pg/mL) e do extrato (ICsp: 33,48 + 1,99 pg/mL), e a inibicdo do
radical ABTS®"; sendo que a captacdo radicalar revelou uma diferenca
significativa em relacdo ao controle na concentracéo inicial de 13,3 pg/mL. Isso
demonstra a presenca de atividade antioxidante proporcional a concentracdo do
extrato (Grafico 1). O diluente Dimetilsulféxido nas concentragfes experimentais
nao interferiu na captura dos radicais (Tabela 1).

Um estudo conduzido por Silva et al., 2012 identificou uma ICso de 89 e
465 pg/mL para o extrato (metanol 80: agua 20) de duas espécies distintas de
Spondias sp (Anacardiaceae) e a ocorréncia de quercetina, rutina e acido
elagico, substancias com atividade antioxidante relevante.

—m— Psychotria nuda
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Gréfico 1 — Acdio sequestradora de radical ABTS® (55uM); tampéo fosfato de s6dio 10 mM (pH
7.4); incubacao de 30 minutos (auséncia de luz); A=734 nm.

Fonte: Dados da pesquisa

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.



Tabela 1 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboragéo do Grafico 1.
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P. nuda pg/mL Média Desvio Padréo Trolox® Média Desvio Padréo
133,3 0,0030 *** 0 133,3 -0,0027 *** +0,0012
100 0,0197 *** +0,0025 66,7 0,0020 *** +0,0010
66,7 0,1397 *** 0 33,3 -0,0010 *** +0,0010
33,3 0,3323 *** +0,0014 6,7 0,1470 *** +0,0106
13,3 0,4590 *** + 0,0040 1,3 0,4913 +0,0047

Abs Max: 0,59 (= 0,0057) DMSO 13,3%: 0,5658 (+ 0,0021)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragao de radicais sem a adi¢do das amostras
Fonte: Dados da pesquisa

Frente ao resultado deste ensaio preliminar, outros ensaios antioxidantes

foram realizados.
- DPPH*

O extrato demonstrou uma baixa eficiéncia como sequestradora de radical
DPPH® (IC1o: 118,76 + 28,83 pg/mL) frente ao Trolox® (ICsy: 8,05 + 0,53378
png/mL) (Grafico 2). O diluente Dimetilsulfoxido nas concentracfes experimentais
nao interferiu na captura dos radicais (Tabela 2).
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Grafico 2 — Agdo sequestradora do radical DPPH 60 uM em etanol absoluto; incubacdo de 15
minutos (auséncia de luz); A=531 nm.

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 2 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboragdo do Gréfico 2.

P. nuda pg/mL Média Desvio Padréo Trolox® Média Desvio Padréo
166 0,5040 +0,0469 166 0,0131 *** +0,0013
66 0,5676 + 0,0035 66 0,0156 *** +0,0038
33 0,57083 +0,0152 33 0,0172 *** + 0,0025
16 0,5785 +0,0183 16 0,0142 *** +0,0005
13 0,5892 +0,0214 13 0,0225 *** +0,0151
6,6 0,5927 +0,0118 6,6 0,1642 *** +0,0219
3,3 0,5970 + 0,0096 3,3 0,3870 *** +0,0223
1,3 0,5939 +0,0111 1,3 0,5098 *** +0,0157
Abs Max: 0,5930 (+ 0,0062) DMSO 1,3%: 0,5740 (+ 0,0342)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentracéo de radicais sem a adicdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa

Saha et al. (2004) analisaram o efeito do extrato metandlico de sete plantas
da familia Rubiaceae provenientes da Maléasia, incluindo a Psychotria rostrata
Blume, na captacdo de radicais DPPH®. Entre as sete amostras da familia
Rubiaceae, a Spermacoce articularis L. f. (ICso: 65 pg/mL) mostrou forte atividade
em comparag¢do com os padrdes Vitamina C (ICso: 9 ug/mL), quercetina (ICsp: 11
pg/mL), e o di-terc-butil metil fenol-BHT (ICso: 12,5 pg/mL). O extrato de
Spermacoce exilis (L.O. Williams) C.D. Adams (ICso: 370 pg/mL), apresentou
atividade moderada e as demais demonstraram uma atividade reduzida; segundo
classificacéo apresentada pelos respectivos autores.

Embora Moraes et al. (2011) tenham identificado que a concentracdo de
100ug/mL foi capaz de inibir 42,68 + 5,15% destas espécies radicalares na
avaliacdo do extrato etandlico de Psychotria nuda; no presente trabalho néo foi
possivel calcular a concentracdo necessaria para reduzir em 50% a captacao dos
radicais, e o calculo foi realizado para determinar a concentracao capaz de inibir
10% da mesma,; e o extrato testado apresentou uma inefetividade na captacéao de
radicais DPPH?®, visto que, nao foi identificada diferenca significativa em relacéo
ao controle em nenhuma concentracao testada.

Estes dois ensaios envolvem radicais modelos que n&o ocorrem em
sistemas biolégicos. O extrato demonstrou maior efetividade na captura dos
radicais catiénicos ABTS®" do que para os radicais DPPH®. Na sequéncia
procurou-se avaliar a interagcdo do extrato em espécies reativas presentes em

sistemas organicos.
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Acido Hipocloroso

No modelo de sequestro de acido hipocloroso as amostras
demonstraram uma acéo antioxidante, sendo o Trolox® (ICso: 2,49 + 0,215 ug/mL)
mais efetivo que o extrato (ICsp: 359,24 + 4,57 pug/mL) (Gréfico 3). O diluente
Dimetilsulfoxido nas concentracdes experimentais ndo interferiu na captura dos
radicais (Tabela 3).

Em um estudo conduzido por Kouakou-Siransy et al. (2010), onde a
quantidade de HOCI foi mensurada pela cloragéo da taurina foi obtido um valor de
ICs0 de 2,1 pg/mL para o extrato aquoso de Alchornea cordifolia Schumach. &
Thonn. , uma Euphorbiaceae; uma ICso de 1,7 pg/mL para o extrato aquoso de
Baphia nitida Lodd. uma Fabaceae; uma ICs, de 0,5 pg/mL para o extrato acetato
de etila de Alchornea cordifolia Schumach. & Thonn., outra Euphorbiaceae e uma
ICso de 1,8 mg/L para o extrato acetato de etila de Cassia occidentalis L., outra
Fabaceae; 0 que demonstra uma atividade antioxidante superior as substancias
de referéncia: N-acetilcisteina (ICsp de 2,5 pg/mL) e Mitexan (mesna) (ICso 3,3
png/mL). Neste estudo esta atividade foi relacionada a presenca de flavonoides.
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Grafico 3 — Acdo Sequestradora de HOCI (30uM) em meio tampao fosfato de sédio 50 mM (pH
7.4), TMB 2,8 mM. Incubacédo de 10 min; A=655 nm.

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 3 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboragéo do Grafico 3.

P. nuda pg/mL Média Desvio Padréo Trolox® Média Desvio Padréo
400 0,2638 *** +0,0035 400 0,0050 *** +0,0031
266,7 0,3727 *** +0,0028 200 0,0037 *** +0,0012
200 0,4727 *** +0,0012 130 0,0023 *** + 0,0006
133 0,5085 *** +0,0007 3 0,2190 *** +0,0150
66,7 0,5350 *** + 0,0099 0,3 0,5745 + 0,0035
Abs Max: 0,5947 (+ 0,0085) I DMSO 1,3%: 0,6038 (+ 0,0035)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragao de radicais sem a adi¢édo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa

O extrato hidroalcodlico de Psychotria nhuda desempenhou uma captacdo
radicalar para o acido hipocloroso significativa (p<0,001) em todas as

concentracdes testadas.
Anion Superéxido

O Trolox® (ICys: 137,94 + 25,48 pg/mL) e o extrato (ICis: 196,92 + 0,270
ug/mL) demonstraram reduzida agdo sequestrador de O, em sistema gerador de
superéxido (Grafico 4). O diluente Dimetilsulfoxido nas concentracdes

experimentais n&o interferiu na captura dos radicais (Tabela 4).
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Gréfico 4 — Acdo sequestrador de O,° em meio tampéo pirofosfato de sédio 25 mM (pH 8.3), NBT
60uM, PMS 372uM, NADH 1560uM. Incubagdo de 10 minutos do sistema gerador de superoxido
com as amostras (auséncia de luz), A=560 nm.

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 4 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboragéo do Grafico 4.

Extrato pg/mL Média Desvio Padréao Trolox® Média Desvio Padréo
400 0,3898 *** +0,0035 400 0,2803 *** +0,0118
260 0,3908 *** + 0,0045 260 0,3262 *** +0,0049
200 0,3860 *** +0,0089 200 0,3667 *** +0,0057
130 0,4230 +0,0235 130 0,3845 *** +0,0064
Abs Max: 0,4530 (+ 0,0138) DMSO 20%:0,4597 (+ 0,0065)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentracéo de radicais sem a adicdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa

Paranhos et al. (2009) analisaram atividade antioxidante da Psicolatina, um
alcaloide inddlico derivado da Psychotria umbellata Vell. No ensaio, os autores
utilizaram uma concentracdo de 0,5 mM da amostra juntamente com um padrao
positivo Trolox®, também na concentracéo de 0,5 mM. Embora menos efetiva que
o Trolox®, a Psicolatina, nesta concentracdo foi capaz de capturar 50% dos
radicais.

Neste ensaio calculou-se concentracdo necessaria para reduzir em 15% a
concentracdo da espécie radicalar tanto para o Trolox®, quanto para o extrato. Em
130 pug/mL néo houve diferenca significativa na captura destas espécies (p >0,05),
sendo que a inibicdo radicalar é pouco efetiva.

A seguir procurou-se avaliar o comportamento do extrato frente a um

modelo enzimatico de oxidacdo de um substrato.
5.12 Interacdo com o modelo enziméatico HRP

Na inibicdo da oxidacdo do Guaiacol pela enzima peroxidase HRP, o
extrato demonstrou-se ineficiente (ICy: 104,15 £+ 18,15 pg/mL) (Gréfico 5). O
diluente Dimetilsulféxido nas concentracbes experimentais ndo interferiu na
captura dos radicais (Tabela 5).

Halliwell; Gutteridge e Aruoma, 1987 apud Alves, 2010 observam que ha
necessidade de checar se a substancia teste ndo funciona como um substrato
para a peroxidase o que poderia interferir na velocidade da reacdo, e que o
radical superdxido pode inibir a peroxidase e comprometer a medida de H,0, em

sistemas geradores de O, .
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Grafico 5 — Inibicdo da oxidacdo do Guaiacol 2 mM pela enzima HRP 7 nM em meio tampao
fosfato de sédio 50 mM (pH 7.4), 37°C, H,0, 0,1 mM; 1 minuto de reacdo; A=470 nm.

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a méaxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 5 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboragéo do Gréfico 5.

Psychotria nuda pg/mL Média Desvio Padrédo
120 0,0096 ** +0,0015
100 0,0106 +0,0004
60 0,0100 * +0,0002
50 0,0113 +0,0004
30 0,0117 +0,0013
20 0,0128 +0,0009
Abs Max: 0,01263 (+ 0,0003) DMSO 12%: 0,0117

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa

Buscando dar continuidade aos ensaios de oxidac&o, procurou-se avaliar a
interacdo do extrato frente a modelos celulares que possam reproduzir o dano

oxidativo causado pela presenca de radicais.
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5.13 Interagdo com células

- Hemolise

Em uma etapa inicial, foi avaliada a interagao entre as amostras e eritrécitos,
para avaliar o possivel efeito citotoxico das mesmas em diferentes concentracoes.
Nas concentracfes testadas o extrato demonstrou um discreto efeito protetor. A
hemolise se intensifica a medida que o tempo de incubacdo aumenta, porém o

efeito protetor da amostra se mantém em todas as leituras (Graficos 6 a 10).
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Grafico 6 - Acdo das amostras: suspenséao de eritrocitos 5%; 1 hora de incubagao a 37°C, tampao
fosfato de sédio 10 mM / NaCl 150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 6- Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboragéo do Grafico 6

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padrao Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padréo
50 -0,0057*** +0,0085 50 0,0670 +0,0150
20 0,0322* +0,0083 20 0,0598 +0,0050
0,0457 +0,0146 5 0,0625 +0,0256
2 0,0397 +0,0089 2 0,0563 +0,0164
0.0337* +0,0058 1 0,0413 +0,0049
Abs. méax.: 0,0627 (+ 0,0059) DMSO 0,25%: 0,06283 (+ 0,00513)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méxima concentragdo de radicais sem a adi¢do das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa
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Grafico 7 - Agdo das amostras: suspensdo de eritrocitos 5%; 2 horas de incubacdo a 37°C,
tampéao fosfato de sddio 10 mM / NaCl 150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 7 - Média e desvio padrdo dos pontos utilizados para elaboragéo do Gréfico 7

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padrao Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padréo
50 -0,0193*** +0,0183 50 0,0667 +0,0223
20 0,0202** +0,0058 20 0,0685 +0,0165
5 0,0357 +0,0042 5 0,0478 +0,0012
2 0,0287* +0,0074 2 0,0387 +0,0064
1 0,0320 +0,0046 1 0,0543 +0,0040
Abs. Max. 0,0587 (+ 0,0110) DMSO 0,25% 0,0667 (+ 0,0223)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méaxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa
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Grafico 8 - Agdo das amostras: suspensdo de eritrocitos 5%; 3 horas de incubacdo a 37°C,
tampéo fosfato de so6dio 10 mM / NaCl 150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa
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P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padrao Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padrédo
50 -0,0180%* +0,0056 50 0,0730 +0,0132
20 0,0255* +0,0036 20 0,0795 +0,0121
0,0360 +0,0078 5 0,0578 +0,0115
2 0,0383 +0,0038 2 0,0523 +0,0081
1 0,0430 +0,0209 1 0,0463 +0,0055
Abs. max.: 0,057 (+ 0,0053) DMSO 0,25%: 0,06917 (+ 0,0064)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragao de radicais sem a adi¢édo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa
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Grafico 9 - Acado das amostras: suspensao de eritrécitos 5%; 4 horas de incubacgdo a 37°C,
tampéo fosfato de s6dio 10 mM / NaCl 150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 9 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboragcédo do Gréafico 9

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padréo Trolox®™ (ug/mL) Média Desvio Padréo
50 -0,0030%** +0,0098 50 0,0700 +0,0105
20 0,0355** +0,0100 20 0,0522 +0,0084
0,0623 +0,0159 5 0,0532 +0,0042
0,0463 +0,0106 0,0540 +0,0141
0,0557 +0,0081 1 0,0843 +0,0128
Abs. max.: 0,0740 (+ 0,0052) DMSO 0,25%: 0,0992 (+ 0,0144)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa
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Grafico 10 - Acao das amostras: suspensdo de eritrocitos 5%; 5 horas de incubag¢é@o a 37°C,
tampéao fosfato de sddio 10 mM / NaCl 150 mM (pH 7.4); A= 414 nm
Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 10 - Média e desvio padréo dos pontos utilizados para elaboragdo do Gréafico 10

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padrdo Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padrédo
50 -0,0155%** +0,0049 50 0,0883 +0,0294
20 0,0282+ +0,0089 20 0,0752 +0,0101
0,0617 +0,0132 5 0,0985 +0,0115
2 0,0537 +0,0122 2 0,0740 +0,0240
1 0,0557 +0,0099 1 0,0720 +0,0104
Abs. max.: 0,0810 (+ 0,0202) DMSO 0,25%: 0,0685 (+ 0,0115)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa

O diluente Dimetilsulféxido nas concentracdes experimentais ndo interferiu
na viabilidade dos eritrocitos.

Em uma segunda etapa foi acrescentado o radical AAPH que apresenta uma
grande acao hemolitica para verificar se as amostras seriam capazes de capturar
0 mesmo e reduzir os danos celulares que o mesmo exerce. A hemdlise se
intensifica a medida que o tempo de incubacdo aumenta, porém tanto a amostra
quanto o Trolox® conservam um efeito protetor. Demonstrando que o extrato é
capaz de sequestrar o radical AAPH sem exercer um efeito citotoxico (Graficos 11

a 15).
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Grafico 11: Acdo das amostras: sobre a hemodlise promovida pelo radical AAPH 25 mM,
suspensao de eritrécitos 5%; 1 hora de incubacéo a 37°C, tampéo fosfato de sédio 10 mM / NaCl
150 mM (pH 7.4); A= 414 nm.

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a méaxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 11 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboracdo do Gréfico 11

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padréo Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padréo
50 -0,0127** +0,0195 50 0,0647 +0,0032
20 0,0118 +0,0146 20 0,0705% £ 00157
5 0,0560 +0,0241 5 0,0365 +0,0053
0,0313 +0,0015 2 0,1240 +0,0020
0,0450 +0,0078 0 0,1205 +0,0074
Abs. méx.: 0,0447 (+ 0,0042) DMSO 0,25%: 0,0455 (+ 0,0061)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa
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Grafico 12 - Acdo das amostras: sobre a hemdlise promovida pelo radical AAPH 25 mM,
suspenséao de eritrocitos 5%; 2 horas de incubacao a 37°C, tampao fosfato de sédio 10 mM / NaCl
150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 12 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboracdo do Gréfico 12

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padrao Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padrao
50 0,0280%** +0,0078 50 0,1057%** +0,0217
20 0,1435 +0,0157 20 0,0852%** +0,0106
5 0,1793 +0,0135 5 0,1332* +0,0104
2 0,2463 +0,0926 2 0,1897 +0,0091
1 0,2247 +0,0214 1 0,2213 +0,0051
Abs. max.: 0,1900 (+ 0,0233) DMSO 0,25%: 0,2232 (+ 0,0228)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentracéo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa
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Grafico 13 - Acdo das amostras: sobre a hemdlise promovida pelo radical AAPH 25 mM,
suspensao de eritrocitos 5%; 3 horas de incubagao a 37°C, tampao fosfato de sodio 10 mM / NaCl
150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méaxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 13 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboracao do Gréfico 13.

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padréo Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padréo
50 0,1547%+* +0,0265 50 0,0737%* +0,0070
20 0,3608%** +0,0195 20 0,0805%** +0,0036
0,4867 +0,0384 0,2255%* +0,0095
0,5177 +0,0237 0,3697*** +0,0328
1 0,5407 +0,0539 1 0,4270%** +0,0318
Abs. max.: 0,5373 (x 0,0287) DMSO 1,25%: 0,4635* (+ 0,0173)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa

Mendes et al. (2011) avaliaram a capacidade do extrato de Arbutus unedo
L, uma Ericaceae cujos frutos sdo conhecidos por serem uma fonte dietética de

antioxidantes que incluem compostos fendlicos, vitamina C, vitamina E e



62

carotenoides, em reduzir a extensdo do dano oxidativo produzido pelo radical
AAPH na membrana eritrocitaria e encontraram uma ICsp: 62 £ 0,002 pg/mL para
0 extrato aquoso das folhas e uma ICso: 430 + 0,091 pg/mL para o extrato aquoso
dos frutos apds 3 horas de incubacgéo; como controle utilizaram o acido ascorbico,
um antioxidante de referéncia, sendo que apds 3 horas de incubacgéo apresentou
uma ICsp: 31 £ 0,006 pg/mL.

O extrato hidroalcodlico da Psychotria nuda (ICsp: 31,59 * 4,14ug/mL) se
mostrou menos eficiente que o Trolox® (ICso: 3,57 + 0,4ug/mL), porém mais
eficiente que os extratos aquosos das folhas e frutos de Arbutus unedo L. e
apresentou uma atividade comparavel a do o acido ascorbico (ICsp: 31 £+ 0,006
pg/mL) com base nos estudos de Mendes et al. (2011); demonstrando uma
relevante atividade quando se leva em consideracdo a natureza da amostra, um

extrato bruto, frente a um composto isolado.
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Grafico 14 - Acdo das amostras: sobre a hemodlise promovida pelo radical AAPH 25 mM,
suspensao de eritrocitos 5%; 4 horas de incubagao a 37°C, tampao fosfato de sodio 10 mM / NaCl
150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente & méaxima concentragdo de radicais sem a adicdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 14 - Média e desvio padrao dos pontos utilizados para elaboracdo do Gréfico 14

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padrao Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padrédo
50 0,3413% +0,0280 50 0,0837%** +0,0159
20 0,6768** +0,0200 20 0,2038** +0,0380
0,8810 +0,0487 5 0,5185%* +0,0331
0,9070 +0,0528 2 0,6907%** +0,0584
1 0,9220 +0,1106 1 0,7790* +0,0223
Abs. max.: 0,8947 (+ 0,0228) DMSO 0,25%: 0,8125 (« 0,0113) **

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa
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Grafico 15 - Acdo das amostras: sobre a hemdlise promovida pelo radical AAPH 25 mM,
suspensao de eritrcitos 5%; 5 horas de incubacao a 37°C, tampao fosfato de sodio 10 mM / NaCl
150 mM (pH 7.4); A= 414 nm

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a méaxima concentragdo de radicais sem a adigdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 15 - Média e desvio padréo dos pontos utilizados para elaboragao do Gréfico 15

P. nuda (ug/mL) Média Desvio Padréo Trolox® (ug/mL) Média Desvio Padréo
50 0,7523*** +0,0180 50 0,0603*** +0,0032
20 1,1958 +0,0635 20 0,3858* +0,0574
5 1,3937 +0,0793 S 1,1982 +0,2099
1,4430 +0,1231 1,3210 +0,0648
1,4780 +0,1472 1,5665 +1,5665
Abs. méx.: 1,4003 (+ 0,0980) DMSO 0,25%: 1,566 (+ 0,3323)

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 — os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente a maxima concentragdo de radicais sem a adi¢do das amostras.
Fonte: Dados da pesquisa

O diluente Dimetilsulféxido nas concentracdes experimentais ndo interferiu
na captacao radicalar.

Quando o radical AAPH é adicionado a suspensao de eritrocitos, o
surgimento da hemdlise é tempo-dependente, indicando que antioxidantes
enddgenos presentes nos eritrécitos como a glutationa, a-tocoferol, L-ascorbato e
enzimas como a catalase e a superoxido dismutase, podem exercer uma protecao
inicial contra os radicais presentes (MENDES, et al. 2011; ZOU; AGAR; JONES,
2001). Porém esses sistemas de defesa demonstram uma limitagdo mediante a
exposicdo continua e prolongada ao radical peroxil.

Vellosa (2008) sugere que pode haver uma possivel afinidade entre
compostos fendlicos e o radical de intensidade tal que torne praticamente
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inexistente a interagdo da amostra com as células e reduza a interagdo destas

com o radical, formando assim produtos com capacidade hemolitica inferior.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.21 Avaliagdo da Concentracdo Inibitoria Minima

Na avaliacdo da concentracdo inibitbria minima, o extrato nas
concentragbes e condigbes testadas ndo foi capaz de inibir o crescimento dos
micro-organismos testados (Gréafico 16 a 18).

Apoés a leitura das absorbancias, foi realizada a revelagdo com corante
Trifeniltetrazolio para identificar se a turbidez identificada nas leituras era
referente ao crescimento bacteriano (Tabela 16 a 17).
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Grafico 16 - Avaliacé@o do crescimento da cepa de Escherichia coli pela leitura da turbidez.
Legenda: B: meio Muller-Hinton; C.P.: Escherichia coli 10° em meio Muller-Hinton, V: Escherichia coli 10° e
Dimetilsulféxido 3,3% em meio Muller-Hinton.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 16 - Avaliagdo da concentracdo inibitéria minima utilizando-se o revelador cloreto de
Trifeniltetrazdlio (CTT) em Escherichia coli.

Concentragdo em mg/mL do extrato hidroalcodlico de P. nuda

Micro-organismos 0,62 0,125 0,25 0,5 1,0

E. coli +++ +++ +++ +++ +++

Extrato Psychotria nuda - - - N _

Controle positivo: (+++); controle negativo: (-); Veiculo na concentragéo inicial de 3,3%: (+++)

Nota: +: crescimento bacteriano; -: auséncia de crescimento bacteriano.

Segundo Jayasinghea et al. (2002) o extrato metandlico das folhas e casca
da Psychotria gardneri (Thwaites) Hook. f., o extrato metandlico da casca de

Psychotria nigra (Gaertner) Alston e o extrato diclorometano das folhas e casca



65

da Psychotria stenophylla (Thwaites) Hooker apresentaram atividade contra a

Escherichia coli no método de avaliacdo microbiologica de disco difusao.
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Grafico 17 - Avaliacé@o do crescimento da cepa de Staphylococcus aureus pela leitura da turbidez.
Legenda: B: meio Muller-Hinton; C.P.: S. aureus 10° em meio Muller-Hinton, V: S. aureus 10° e
Dimetilsulféxido 3,3% em meio Muller-Hinton.

Nota: (*): p<0,05 — os valores foram comparados com o valor da absorbancia referente ao
controle.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 17 - Avaliagdo da concentracdo inibitdria minima utilizando-se o revelador cloreto de
Trifeniltetrazélio (CTT) em Staphylococcus aureus.

Concentragdo em mg/mL do extrato hidroalcoélico de P. nuda

Micro-organismos 0,062 0,125 0,25 0,5 1,0

S. aureus +++ +++ +++ T+ T+

Extrato Psychotria nuda - - - - R

Controle positivo: (+++); controle negativo: (-); Veiculo na concentragao inicial de 3,3%: (+++)

Nota: +: crescimento bacteriano; -: auséncia de crescimento bacteriano.

Para avaliacdo antibacteriana de extratos vegetais considera-se que
concentracdes abaixo de 100 pg/mL representam uma boa atividade, entre 100-
500 pg/mL apresentam atividade moderada, de 500-1000 pg/mL uma atividade
fraca e sdo considerados inativos concentracfes maiores que 1000 upg/mL
(AYRES et al., 2008; DALL AGNOL et al., 2003; RIOS; RECIO; VILLAR, 1998).
Nessas condicbes o0 extrato em questdo mostrou-se inativo frente as cepas
testadas.

O extrato também ndo demonstrou atividade antifungica frente a cepa de
Candida albicans (Gréfico 18).
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Grafico 18 - Avaliacdo do crescimento da cepa de Candida albicans pela leitura da turbidez.
Legenda: B: meio Muller-Hinton 2% glicose; C.P.: C. albicans 10° em meio Muller-Hinton 2% glicose, V: C.
albicans 10° e Dimetilsulfoxido 1,6% em meio Muller-Hinton 2% glicose.

Nota: (**): p<0,01; (***): p<0,001 - os valores foram comparados com o valor da absorbancia
referente ao controle.

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 18 - Avaliagdo da concentracdo inibitéria minima utilizando-se o revelador cloreto de
Trifeniltetrazdlio (CTT) em Candida albicans.

Concentragdo em mg/mL do extrato hidroalcodlico de P. nuda

Micro-organismos 0,031 0,062 0,125 0,25 0,5

Candida albicans +++ +++ +++ T+ T+

Extrato Psychotria nuda - - - B R

Controle positivo: (+++); controle negativo: (-); Veiculo na concentragéo inicial de 1,6%: (+++)

Nota: +: crescimento fungico; -: auséncia de crescimento fungico.

Nos pocos onde varias concentracdes do extrato foram incubadas somente
com o meio de cultura, ndo houve crescimento microbiolégico, eliminando a
possibilidade de contaminacédo prévia do referido extrato.

Embora segundo Langkield et al. (2004) a utilizacdo de um indicador
colorimétrico elimina a necessidade de um leitor de placas espectrofotométrico e
evita a ambiguidade associada comparacao visual ou de medicdo de anéis de
inibicdo de crescimento em placas de Agar;, no presente estudo as duas

metodologias foram aplicadas.

5.22 Avaliagdo da Concentragdo Bactericida Minima

Na avaliagdo da concentracdo bactericida minima, o0 extrato nas
concentracdes e condi¢cOes testadas nao apresentou propriedade bactericida. As

Tabelas 19 e 20 apresentam a avaliagdo microbiologica do extrato e resultado da
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avaliacdo do crescimento microbiano frente as cepas testadas inoculadas em

placas de Agar Muller-Hinton e Agar Sangue.

Tabela 19 - Determinacao da concentragdo bactericida minima em placa contendo meio Muller-
Hinton

Concentragdo em mg/mL do extrato hidroalcoélico de P. nuda

Micro-organismos 0,062 0,125 0,25 0,5 1,0
S. aureus +++ +++ +++ +++ +++
E. coli +++ +++ +++ +++ +++

Extrato Psychotria nuda - - - - B

Controle positivo: (+++); controle negativo: (-); Veiculo na concentragéo inicial de 3,3%: (+++)

Nota: +: crescimento bacteriano; -: auséncia de crescimento bacteriano.

Tabela 20 - Determinag&o da concentragdo bactericida minima em placa de Agar sangue.

Concentragcdo em mg/mL do extrato hidroalcodlico de P. nuda

Micro-organismos 0,031 0,062 0,125 0,25 0,5

Candida albicans ++ +++ +++ +++ ++

Extrato Psychotria nuda - - - R _

Controle positivo: (+++); controle negativo: (-); Veiculo na concentragdo inicial de 1,6 %: (+++)

Nota: +: crescimento fungico; -: auséncia de crescimento fungico.

As diferentes concentracdes do extrato inoculadas em Agar Muller-Hinton e
Agar sangue ndo apresentaram crescimento microbiologico, confirmando a
auséncia de contaminacao prévia do referido extrato. Foi possivel estabelecer
relacdo entre a concentracdo inibitéria minima, concentracdo bactericida minima,

corroborando os resultados obtidos.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Frente ao resultado obtido nos modelos antioxidantes, em especial, no
modelo de peroxidacao lipidica da membrana de eritrcitos, procurou-se avaliar o
potencial citotéxido do extrato.

5.31 Ensaio MTT em linhagem celular HACAT

Como descrito anteriormente, a linhagem de células HaCaT é uma célula
epitelial humana imortalizada que apresenta diferenciacdo dos queratinécitos
normais, o que o torna um util modelo de sistema in vitro para determinar os

mecanismos de regulacdo durante a diferenciacdo de células da epiderme
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humana (UDENSI et al., 2011). O extrato apresentou uma elevada toxicidade para

estas células ClLso: 7,72 + 1,22 pg/mL (Gréfico 19).
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Grafico 19: Avaliacéo da viabilidade celular da linhagem HaCaT pelo ensaio MTT
Legenda: B: meio DMEN; V: HaCaT (7.103), Dimetilsulféxido 0,6% em DMEN.
Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 - os valores foram comparados com o valor da

absorbancia referente ao Branco.
Fonte: Dados da pesquisa

5.32 Ensaio MTT em linhagem celular NIH3T3

A célula NIH3T3, um fibroblastos de célula embrionaria de camundongo, é
amplamente utilizada para estudar o efeito da citotoxicidade dos compostos e das
plantas, em modelos in vitro (LING et al.,, 2011). Para este ensaio 0 extrato

apresentou uma CLsgp: 61,65 + 5,12 pg/mL (Gréafico 20).
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Grafico 20 - Avaliacé@o da viabilidade celular da linhagem NIH3T3 pelo ensaio MTT

Legenda: B: meio DMEN; V: NIH3T3 (7.103), Dimetilsulféxido 0,6% em DMEN.

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente ao Branco.

Fonte: Dados da pesquisa
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Smee et al. (2002) relatam que pelo fato do reagente MTT sofrer uma
conversdo enzimatica no interior de células vidveis, compostos de diferentes
naturezas poderiam reagir com as enzimas e interferir na avaliacdo da
citotoxicidade, podendo conferir ao composto uma superestimativa da toxicidade.
Além disso, compostos com coloracdo intrinseca podem interferir em ensaios
colorimétricos. Neste sentido € recomendado que outro método seja testado em
paralelo.

Como o MTT e o vermelho neutro sdo provavelmente os indicadores
colorimétricos mais comumente utilizados (SMEE et al., 2002), buscou-se avaliar
na sequéncia a metodologia de incorporacéo do Corante Vermelho Neutro.

5.33 Ensaio Vermelho Neutro em linhagem celular HACAT

Neste ensaio o vermelho neutro, que € um corante catidnico fraco, penetra e
se acumula nos lisossomos de células vivas, sendo possivel a avaliacdo da
viabilidade celular (FOTAKIS; TMBRELL, 2006). O resultado deste ensaio (CLso:
6,07 £ 0,79ug/mL) corrobora com o resultado obtido com a mesma linhagem
celular pelo método do MTT (Gréfico 21).
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Grafico 21: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem HaCaT pelo de Incorporacédo do
Vermelho Neutro

Legenda: B: meio DMEN; V: HaCaT (7.103), Dimetilsulféxido 0,6% em DMEN.

Nota: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001 - os valores foram comparados com o valor da
absorbancia referente ao Branco.

Fonte: Dados da pesquisa
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5.34 Ensaio Vermelho Neutro em linhagem celular NIH3T3

Neste ensaio, para o fibroblasto NIH3T3, a amostra ndo interferiu na
viabilidade celular nas concentracdes testadas, diferentemente do resultado
obtido no modelo citotoxicidade pelo MTT; o que demonstra a importancia de
analisar duas metodologias distintas para avaliagdo da citotoxicidade para

extratos brutos, como ja citado por Smee et al. (2002) (Grafico 22).
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Grafico 22: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem NIH3T3 pelo método de Incorporagéo do
Vermelho Neutro.

Legenda: B: meio DMEN; V: NIH3T3 (7.103), Dimetilsulféxido 0,6% em DMEN.

Fonte: Dados da pesquisa

Em um estudo conduzido por Borenfreud, Babich, Martin-Aluacil
(1987), vinte e oito agentes com diferentes potenciais de toxicidade foram
testados nos métodos de MTT e NR para linhagens de BALB/c e 3T3. Neste
estudo os autores estabeleceram uma boa correlacdo entre os resultados obtidos

pelas duas metodologias.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, o extrato hidroalcodlico de Psychotria nuda (Cham. e
Schitdl.) Wawra:

. Apresentou acéo de captacgio do radical cationico ABTS®**

. Foi capaz de reduzir a peroxidacéo lipidica induzida pelo radical AAPH nos
eritrocitos.

. N&o apresentou atividade citotoxica para eritrocitos

. Demonstrou uma atividade sobre a capta¢éo do acido hipocloroso

. Apresentou atividade reduzida para os modelos de captacdo do radical

DDPH®, anion superéxido, e no modelo enzimatico de oxidacédo induzida pelo
HRP.

. N&o demonstrou atividade antibacteriana frente a cepa de Staphylococcus
aureus e de Escherichia coli; também ndo demonstrou atividade fungicida frente a
cepa de Candica albicans.

. O extrato também revelou uma elevada citotoxicidade nos modelos de
avaliacdo da viabilidade celular pelo MTT e pela incorporacdo do corante
Vermelho Neutro frente a linhagem epitelial HaCaT e moderada atividade
citotoxica no modelo de avaliacdo da viabilidade celular pelo MTT de fibroblastos
embrionarios de camundongo NIH3T3, ndo exercendo citotoxicidade para estas
células no modelo de incorporacdo do corante Vermelho Neutro nas
concentracoes testadas.

O extrato demonstrou atividade antioxidante e citotéxica. A avaliacdo das
atividades bioldgicas do extrato bruto permite a conducdo de novas pesquisas
para a identificacdo das moléculas biologicamente ativas.

O extrato de Psychotria nuda (Cham. e Schlitdl.) Wawra ndo possui estudos
aprofundados sobre suas atividades biologicas até o presente momento. A
pesquisa contribui entdo para uma maior compreensdo das mesmas, bem como
demonstra a necessidade de continuidade de novos estudos biolégicos e

fitoquimicos.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

e

Titulo da Pesquisa: Agao de xenobiéticos sobre eritrécitos e hemodlise provocada por radicais livres
Pesquisador: JOSE CARLOS REBUGLIO VELLOSA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 07588412.1.0000.0105

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 190.375
Data da Relatoria: 04/02/2013

Apresentacao do Projeto:

O projeto versa sobre a pesquisa das agdes de produtos naturais tais como extratos vegetais e substancias
isoladas, bem como alguns xenobiéticos de interesse, como a anfotericina B, sobre eritrécitos e os
processos de destruicdo de hemécias por radicais livres. A atividade antioxidante de compostos de plantas
deve-se as suas propriedades REDOX e estruturas quimicas, que possibiliiam a estes compostos
exercerem a fungéo de neutralizar os radicais livres. Espera-se que os produtos estudados apresentem agao
protetora contra a hemdlise provocada por radicais livres e que estes ainda ndo apresentem agao hemolitica
intrinseca. Neste caso busca-se maior embasamento para justificar um possivel uso de produtos naturais,
associados aos xenobidticos mencionados, em terapias antioxidantes e antiradicais livres.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar as agdes de diferentes produtos naturais (hesperidina e rutina), extratos (Psychotria nuda
(Rubiaceae)) e xenobidticos (anfotericina B),associados ou néo, sobre a hemolise causada por radicais
livres.

Objetivo Secundario:

Definir se as amostras apresentam agio hemolitica; Definir se as amostras interferem na hemdélise
provocada por radicais livres (modelo AAPH).
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Desconforto minimo para retirada de sangue utilizando somente material descartavel. Risco minimo e
possibilidade de estudar os efeitos de produtos naturais em células humanas. Material descartavel para a
coleta (seringa, agulha, luvas e tubos) protegendo o manipulador e o voluniario.

Durante a manipulagéo das amostras sera utilizado luvas descartaveis para evitar o contato com o sangue.
Os extratos vegetais, os produtos naturais e o xenobidtico utilizado na pesquisa nao apresentam riscos ao
manipulador.

Beneficios:

E muito difundido atualmente o uso de plantas e produtos naturais em diferentes terapias. Neste caso busca
-se maior embasamento para justificar um possivel uso de compostos isolados de plantas em terapias
antioxidantes e anti-radicais livres. Ou entdo, caso o resultado seja a exacerbagdo da hemélise pelos
compostos testados, mostrar o risco do uso dos mesmos em terapias.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Apds a inclusdo das recomendacdes e correcao das inadequagdes o projeto tem pertinéncia e ha
possibilidade de execucdo. Somente ha necessidade de alterar as datas do cronograma de execugéo. O
correto € iniciar apos a aprovagao da COEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O TCLE foi corrigido e esta de acordo.

Recomendacgdes:

Ha necessidade de alterar as datas do cronograma de execucao. O correto € iniciar apés a aprovagao da
COEP.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Ha necessidade de alterar as datas do cronograma de execugao. O correto € iniciar ap6s a aprovacgéo da
COEP.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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